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RESUMEN

La mucopolisacaridosis tipo IVA (MPS IVA), también conocida como sindrome de Morquio
A, es un trastorno genético autosdmico recesivo causado por variantes genéticas
patogénicas en el gen GALNS. Este gen codifica la enzima N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa, cuya deficiencia lleva a la acumulacion de glicosaminoglicanos, principalmente
en cartilagos y huesos, causando anomalias esqueléticas severas y otras manifestaciones
clinicas. En Colombia, la mutacion p.G301C ha mostrado una frecuencia una frecuencia
mas alta de lo esperado para esta poblacion, lo que sugiere la posibilidad de un efecto
fundador.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la existencia de un efecto fundador para
la variante p.G301C en el gen GALNS en los pacientes colombianos MPS IVA. Esto se
abord¢ a través de tres objetivos especificos: (1) caracterizar clinica y molecularmente a
los pacientes colombianos con MPS IVA; (2) analizar los haplotipos del gen GALNS en
pacientes y controles para establecer la estructura haplotipica de la variante p.G301C; y
(3) estimar la ancestria global y local de estos individuos.

El estudio caracterizé clinica y molecularmente a pacientes colombianos con MPS IVA,
encontrando que el 71% de los alelos evaluados correspondieron a la mutacion p.G301C,
asociada a fenotipos clinicos severos. También se caracterizo el efecto funcional de la
mutacién intrénica ¢.121-11G>C y se describid por primera vez la variante p.F216Sfs*3,
ampliando el espectro mutacional del gen GALNS. El analisis de haplotipos identificé un
bloque conservado de 68.9 Mb asociado a p.G301C, cuya edad se estimd en 1535 afos,
confirmando un efecto fundador y situando el origen de la mutacion en un contexto
prehispanico. Por Ultimo, el andlisis de ancestria global reveld una composicion genética
mixta, con predominio de ancestria amerindia, reforzando el origen ancestral de la
variante.

Este estudio contribuyé significativamente al entendimiento de la distribucién y el origen
de la mutacion p.G301C en el gen GALNS en Colombia. Ademas, este hallazgo sent6 las
bases para futuros estudios en genética, incluyendo la investigacién de variantes
asociadas con enfermedades genéticas raras en poblaciones subrepresentadas.

Palabras clave: Mucopolisacaridosis Tipo IVA, Haplotipos, Efecto Fundador, enfermedad
rara, marcador genético.



ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type IVA (MPS IVA), also known as Morquio A syndrome, is an
autosomal recessive genetic disorder caused by pathogenic variants in the GALNS gene.
This gene encodes the enzyme N-acetylgalactosamine-6-sulfatase, whose deficiency
leads to the accumulation of glycosaminoglycans, primarily in cartilage and bones,
resulting in severe skeletal abnormalities and other clinical manifestations. In Colombia,
the p.G301C mutation has shown a high frequency, suggesting a possible founder effect.

The aim of this study was to evaluate the existence of a founder effect for the p.G301C
variant in Colombian MPS IVA patients. This was addressed through three specific
objectives: (1) to clinically and molecularly characterize Colombian patients with MPS IVA;
(2) to analyze the haplotypes of the GALNS gene in patients and controls to establish the
haplotypic structure of the p.G301C variant; and (3) to estimate the global and local
ancestry of these individuals.

The study clinically and molecularly characterized Colombian patients with MPS IVA,
finding that 71% of the alleles evaluated corresponded to the p.G301C mutation, which
was associated with severe clinical phenotypes. The functional impact of the intronic
mutation c.121-11G>C was also characterized, and the novel p.F216Sfs*3 variant was
described for the first time, expanding the mutational spectrum of the GALNS gene.
Haplotype analysis identified a conserved 68.9 Mb block associated with p.G301C, whose
age was estimated at 1535 years, confirming a founder effect and placing the mutation’s
origin in a pre-Columbian context. Finally, global ancestry analysis revealed a mixed
genetic composition in the patients, with a predominance of Amerindian ancestry, further
supporting the ancestral origin of the variant.

This study significantly contributed to understanding the distribution and origin of the
p.G301C mutation in Colombia. Moreover, it established a framework for future
population genetics studies, providing a solid basis for characterizing variants associated
with rare genetic diseases in underrepresented populations.

Keywords: Mucopolysaccharidosis Type IVA, Haplotypes, Founder Effect, rare disease,
genetic marker.



INTRODUCCION

La mucopolisacaridosis tipo IVA (MPS IVA) o sindrome de Morquio A, es una enfermedad
rara de herencia autosdmica recesiva causada por mutaciones en el gen GALNS, que
codifica la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa. Las mutaciones en este gen resultan
en una actividad reducida o nula de dicha enzima, lo que provoca la acumulacién de
glicosaminoglicanos (GAGs) no degradados en los lisosomas. Esta acumulacion
progresiva genera displasia esquelética, rigidez articular y otras complicaciones que
pueden variar de acuerdo con el fenotipo de los pacientes.

Aunque la MPS IVA es una enfermedad rara a nivel mundial, en Colombia se ha
identificado como una de las formas mas frecuentes de mucopolisacaridosis. A pesar de
su prevalencia, la informacion disponible sobre las caracteristicas clinicas y genéticas de
los pacientes es limitada. Algunos estudios han sefialado una alta frecuencia de la
mutacion p.G301C en el gen GALNS en la poblaciéon colombiana, pero no esta claro si
esta alta frecuencia podria estar relacionada con un efecto fundador. Este fendbmeno
ocurre cuando una mutacién especifica se concentra en una poblacién debido a un origen
comun, como se ha observado en otras enfermedades raras en poblaciones cerradas o
con altos niveles de consanguinidad. Lo anterior, subraya la necesidad de realizar
investigaciones que evallen si la mutacién p.G301C en los pacientes colombianos con
MPS IVA esta vinculada a un efecto fundador.

Este proyecto de investigacion tuvo como objetivo determinar si la alta frecuencia de la
variante patogénica p.G301C en el gen GALNS en pacientes colombianos con MPS IVA
estaba relacionada con un efecto fundador y un ancestro comun. Para ello, se analizaron
las caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes, los haplotipos asociados a la
mutacion y la ancestria genética, tanto local como global, de los afectados. Este enfoque
permitio, no solo aportar al conocimiento del impacto genético de esta variante en la
poblacién colombiana, sino también sentar las bases para optimizar el asesoramiento
genético y mejorar el prondstico, diagndstico y manejo clinico de los pacientes y sus
familias.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunos estudios realizados en Colombia sitdan la mucopolisacaridosis tipo IVA (MPS
IVA) como la MPS mas frecuente en diferentes departamentos del pais. A pesar de lo
anterior, la informacién disponible sobre las caracteristicas clinicas y espectro mutacional
de los pacientes es limitada (1,2). Los pocos estudios que describen el espectro mutacional
de los pacientes con MPS IVA en Colombia sugieren una mayor prevalencia de la
mutacién G301C en las cohortes analizadas (3,4). Por lo tanto, surge un interrogante: ;Esta
alta prevalencia de la mutacién G301C en el gen GALNS esta influenciada por un efecto
fundador en la poblacion colombiana? Para abordar este problema y contribuir al
entendimiento de la enfermedad en este contexto, se propone llevar a cabo una
investigacion integral que no solo analice la presencia de esta mutacion, sino que también
indague sobre la ascendencia genética de los pacientes. Esto permitira comprender de
manera mas profunda el impacto clinico y genético en la poblacion afectada,
contribuyendo asi a mejorar el prondstico de la enfermedad y a brindar un asesoramiento
genético mas personalizado a los pacientes y sus familias.



JUSTIFICACION

Las enfermedades de depdsito lisosomal (EDL) son un grupo de mas de 50 desordenes
metabolicos heredables, caracterizados por la acumulacién intralisosomal de sustratos no
degradados. EDL son tradicionalmente clasificados segun las propiedades quimicas del
sustrato acumulado. Individualmente, cada uno de estos desdrdenes son raros; sin
embargo, su prevalencia acumulada es relativamente alta cuando se compara con otros
grupos de enfermedades raras. Su prevalencia mundial se estima en 1 por cada 8.000
nacidos vivos (1,2).

Dentro de este grupo se incluyen las mucopolisacaridosis (MPS), un grupo de patologias
de origen genético, causadas por el déficit en la actividad especifica de una enzima
lisosomal requerida para el catabolismo de glicosaminoglicanos (GAG). Bioquimicamente
se caracterizan por la acumulaciéon parcial de GAG degradados dentro de los lisosomas y
elevacion de cristales de GAG en orina, sangre y liquido cefalorraquideo. La acumulacién
de GAG causa dafo progresivo en una gran variedad de tejidos, manifestandose
clinicamente como rigidez articular, malformaciones 6seas, retardo del crecimiento,
déficit pulmonar, anomalias hepaticas, oculares, cardiacas, dentales y en algunos casos
neurologicas (3-6).

La mayoria de los pacientes con MPS IVA generalmente se ven saludables en el periodo
neonatal. De hecho, segun el Registro Internacional de Morquio A, menos del 50% de los
pacientes se diagnostican antes de los 5 afios de edad (7) y generalmente el diagnéstico
se realiza cuando se hacen evidentes los primeros signos de displasia esquelética, la
caracteristica mas critica de estos pacientes (7,8). El tiempo que transcurre entre el
nacimiento y el diagndstico es un factor determinante para el prondstico, ya que la
displasia esquelética es progresiva y la terapia de reemplazo enzimatico, el uUnico
tratamiento disponible actualmente, no ha demostrado resolver las lesiones &seas
preexistentes (9,10). En este sentido, el reconocimiento de las caracteristicas clinicas
combinado con el uso de pruebas radiogréficas, genéticas y bioquimicas, es esencial para
mejorar las tasas de diagnostico temprano y el prondstico de los pacientes con MPS IVA.

La caracterizacién mutacional del gen GALNS, a través del analisis molecular de los
pacientes con MPS IVA permite confirmar el diagnostico y direcciona la consejeria
genética en las familias afectadas (11). Dado que esta patologia presenta un patron de
herencia autosomico recesivo, la mayoria de los pacientes evaluados son homocigotos
para una mutacion, seguido por heterocigotos compuestos. Sin embargo, existe un
pequefo porcentaje de pacientes en los que sélo se detecta una alteracion en el gen
GALNS, lo que representa un desafio para la interpretacion de las pruebas moleculares, el
prondstico de los pacientes y la consejeria genética familiar (12). Reconocer los genotipos



mas prevalentes en nuestro pais permitira mejorar el abordaje diagnostico y el acceso a
los servicios de salud, ya que se podran optimizar y ampliar las pruebas de tamizaje
genético. Adicionalmente, esta informacion contribuira al esclarecimiento de la relacion
genotipo-fenotipo y sentara las bases moleculares para la formulacién de la terapia
génica.

El espectro mutacional de la MPS IVA es amplio, ya que las alteraciones en el gen GALNS
son numerosas Yy heterogéneas; actualmente se conocen cerca de 300 mutaciones
asociadas con MPS IVA. Sin embargo, en Colombia se ha reportado una prevalencia
aumentada de la mutacién G301C (13,14), una mutacion recurrente donde ocurre un
cambio en el aminoacido Glicina por Cisteina en la posicién 301 de la proteina. Lo anterior
puede estar relacionado con un efecto fundador, cuando esta variante estuvo presente
en un pequefo numero de individuos que iniciaron la poblacién (12), tal como se cobmo
se ha reportado para otras patologias de baja prevalencia mundial que son mas
frecuentes en ciertos grupos étnicos o poblaciones con una mayor tasa de
consanguinidad (15-17). El conocimiento de la estructura genética de la poblacion con
MPS IVA en Colombia, a través de la caracterizacién por haplotipos del gen GALNS y el
analisis de ancestria global, permitira establecer si existe un efecto fundador de la
mutacion G301C. Esto contribuira a mejorar la prediccién del riesgo en regiones
especificas, orientar politicas publicas para la prevencién y la distribucion eficiente de
recursos en salud, y promover el desarrollo de futuros estudios en genética médica
poblacional.

Es por lo anterior que esta investigacion es fundamental, ya que no solo ofrece una
comprensiéon mas profunda de las bases genéticas del sindrome de Morquio IVA en una
poblacion especifica, sino que también permitira la personalizacién de tratamientos y la
identificacién de factores de riesgo especificos. Ademas, contribuira al conocimiento
sobre la variabilidad genética en contextos étnicos y geograficos particulares,
promoviendo asi avances hacia una atencion médica mas precisa y adaptada a la
diversidad genética.



MARCO CONCEPTUAL

1.1. Errores innatos del metabolismo

El metabolismo puede definirse como el conjunto de vias metabdlicas complejas que se
realizan dentro de un organismo para que este pueda obtener energia a partir de
biomoléculas como lipidos, carbohidratos y proteinas (18). Cada una de estas rutas
metabdlicas requiere enzimas y sustratos especificos para garantizar su funcionamiento
y la obtencion de los productos energéticos esperados.

Los errores innatos del metabolismo (IEM), también conocidos como enfermedades
metabdlicas hereditarias, son un grupo heterogéneo de trastornos monogénicos que se
producen por la actividad deficiente de una sola enzima en una via metabdlica (19) y
resultan en enfermedades a causa de: i) acumulacion de un sustrato toxico, ii) deficiencia
de un producto y iii) desviacion del sustrato a una via metabédlica alternativa (20). A pesar
de que estos trastornos son considerados enfermedades raras o de baja prevalencia, si se
estudian en conjunto, su prevalencia general puede ser mayor a 1 en 1000 nacidos vivos
(21,22). Se estima que la prevalencia global de nacimientos de IEM, por todas las causas,
es de 51 por 100.000 nacidos vivos (23).

Los IEM se pueden clasificar de varias maneras, como enfermedades de moléculas
pequefias como aminoacidopatias, trastornos del ciclo de la urea, acidemias organicas,
trastornos de oxidacion de acidos grasos, trastornos de purinas y pirimidinas y trastornos
del metabolismo de los metales; y enfermedades de moléculas grandes como trastornos
de depodsito lisosomal, trastornos de almacenamiento de glucdégeno, trastornos
peroxisomales y trastornos congénitos de glucosilacion (20).

1.2. Enfermedades de depésito lisosomal

Las enfermedades de depdsito lisosomal (EDL) son un grupo de mas de 50 desordenes
metabdlicos heredables, caracterizados por la acumulacién de sustratos no degradados
dentro de los lisosomas. Estas organelas celulares contienen enzimas responsables de la
degradacion de varios compuestos que incluyen mucopolisacaridos, esfingolipidos y
glucoproteinas. Cuando la actividad de alguna de estas enzimas es deficiente, se acumula
progresivamente material parcialmente degradado, lo que conlleva a la interrupcién de
la funcidn celular (24).

Las EDL son tradicionalmente clasificadas segun las propiedades quimicas del sustrato
acumulado. Individualmente, cada uno de estos desérdenes son raros; sin embargo, su



prevalencia acumulada es relativamente alta cuando se compara con otros grupos de
enfermedades raras. Su prevalencia se estima en 1 por cada 8.000 nacidos vivos (2,25).

1.3. Generalidades de las mucopolisacaridosis

Dentro del grupo de las EDL se incluyen las mucopolisacaridosis (MPS), un grupo de
patologias de origen genético, causadas por el déficit en la actividad especifica de una
enzima lisosomal requerida para el catabolismo de glicosaminoglicanos (GAG), los cuales
son una familia de polisacaridos lineales complejos, altamente sulfatados, que se
clasifican, de acuerdo a las unidades repetidas de los disacaridos que los conforman, en
heparan sulfato, condroitin sulfato, keratan sulfato e hialuronato (26).

Las MPS se caracterizan bioquimicamente por la acumulacién parcial de GAG no
degradados dentro de los lisosomas, y elevacion de cristales de GAG en orina, sangre y
liquido cefalorraquideo. La acumulacion de GAG causa dafio progresivo en una gran
variedad de tejidos, manifestandose clinicamente como rigidez articular, malformaciones
Oseas, retardo del crecimiento, déficit pulmonar, anomalias hepaticas, oculares, cardiacas,
dentales y en algunos casos neurologicas (ver tabla 1) (3,27,28).

Las MPS pueden dividirse en ocho categorias (MPS |, 11, llI, IV, VI, VII, IX, X), que pueden
adicionalmente ser subdivididas dependiendo del GAG acumulado, la enzima afectada y
la severidad del fenotipo (3,28). Las MPS son heredadas con un patrén de herencia
autosOmica recesiva, y afecta hombres y mujeres por igual; excepto MPS Il que es ligada
al X recesiva y afecta principalmente a hombres, sin embargo, casos raros de pacientes
de género femenino han sido reportados (29,30).

1.4. Mucopolisacaridosis tipo IVa o Sindrome de Morquio A

La MPS tipo IV, conocida como sindrome de Morquio, se presenta bajo dos formas: MPS
IV Ay IV B, en las cuales estan alteradas las enzimas N-acetilgalactosamina-6-sulfato
sulfatasa (GALNS) y B-galactosidasa (GLB1) respectivamente. Debido a la alta prevalencia
de MPS tipo IV A en Colombia, asi como a la baja prevalencia de MPS tipo IV B en el
mundo, el presente trabajo se enfocara en la MPS tipo IV A o Sindrome de Morquio tipo
A. La enzima GALNS hidroliza especificamente los enlaces éster de sulfato del
monosacarido N-acetilgalactosamina-6-sulfato presente en el condroitin sulfato, al igual
que para el monosacarido galactosa-6-sulfato, compuesto del keratan sulfato (2).

1.4.1. Genética

El gen GALNS codifica para la enzima del mismo nombre. Este gen tiene un tamafio de
43,2kb y su locus es 16g24.3 que corresponde a la regiéon genomica Ch16: 88.813.734-
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88.856.970. El gen GALNS esta compuesto por 14 exones que se transcribe en un RNA
mensajero (MRNA) de 1566 nucledtidos y finalmente traduce una proteina de 522
aminoacidos (31).

Hasta ahora se han identificado cerca de 300 mutaciones generalmente de sentido
erréneo, las cuales varian dependiendo de la poblacion analizada, ya que algunos alelos
son mucho mas frecuentes en ciertas regiones o subpoblaciones de grupos étnicos (Tabla
1), posiblemente debido a los efectos fundadores en los que una o mas alteraciones del
gen GALNS estuvieron presentes en poblaciones iniciadas por un pequefio nimero de
individuos con alta tasa endogamica (3).

Tabla 1. Mutaciones mds frecuentes en el gen GALNS

Lugar geografico Mutaciones mas frecuentes Frecuencia alélica Referencia
China (n=16) p.G340D 17% (32)
p.A107T 4%
p.F452L 4%
p.H236D 4%
p.L36_L37del 4%
p.N289S 4%
p.Q422X 4%
p.S82L 4%
p.W325X 4%
Sin determinar 12%
Colombia (n=32) p.G301C 50% (14)
p.R386C 16%
p.S162F 12%
Sin determinar 3%
Malasia (n=17) p.L36_L37del 12% (33)
p.M318R 12%
p.F216S 9%
Sin determinar 12%
Portugal, California, p.I113F 9% (34)
Estados Unidos, Arabia p.G301C 5%
Saudita y Australia (n=163) p.G116V 4%
p.A291T 4%
p-R386C 4%
p.S287L 3%
p.T312S 3%
Sin determinar 3%

El cuadro clinico depende en gran medida de la localizacién de la mutacién, es decir, si la
mutacion altera la estructura terciaria de la enzima o el sitio activo de ésta, dando un caso
mas severo que aquellas mutaciones periféricas que no afectan la estructura, el
plegamiento, ni el sitio de accién (27). Adicionalmente, se han establecido algunas
relaciones fenotipo-genotipo de acuerdo con el tipo de mutacion, asi, las mutaciones
puntuales han sido mas relacionadas con fenotipos atenuados, mientras que las grandes
deleciones, mutaciones sin sentido y mutaciones que afectan el sitio de corte y empalme,
han sido relacionadas con fenotipos mas severos (35,36)



El keratan sulfato es un componente fundamental en la estructura de la matriz extracelular
y se une al condroitin sulfato para la conformacion de estructuras dseas y cartilaginosas;
Ademas, es el principal constituyente de la cornea. Por otro lado, el condroitin sulfato se
encuentra principalmente en huesos, cartilago y valvulas cardiacas (37). Debido a estas
caracteristicas, las personas con mucopolisacaridosis tipo IVA experimentan un
compromiso severo en los sistemas osteomuscular y ocular. (38).

Los pacientes con MPS IVA generalmente presentan problemas musculoesqueléticos que
tienen manifestaciones secundarias que producen alteraciones en articulaciones, sistema
cardiorrespiratorio, sistema nervioso central y periférico en médula espinal y mielopatia
por compresion (6,39). Estas alteraciones con frecuencia ocasionan limitacion en la
movilidad y deterioran la calidad de vida de los afectados (39).

1.4.2. Presentacion clinica de MPS IVA

La mucopolisacaridosis tipo IVA (MPS IVA) comprende un espectro clinico que incluye
una forma rapidamente progresiva y otra lentamente progresiva. La mayoria de los recién
nacidos (RN) con mutaciones en el gen GALNS en homocigosis o heterocigosis
compuesta no presentan hallazgos clinicos distintivos hasta el primer afio de vida, por lo
que incluso la forma severa generalmente se detecta entre el primer y el tercer afio de
vida. La forma lentamente progresiva se hace evidente en la infancia tardia o la
adolescencia (7).

Las primeras manifestaciones clinicas son variables. En la forma rapidamente progresiva,
las mas comunes son la cifoescoliosis, el genu valgum vy el pectus carinatum. En cambio,
en la forma lentamente progresiva, los sintomas iniciales suelen incluir dolor y rigidez en
la cadera (7).

Algunas caracteristicas sugestivas de la MPS IVA, que son raras con respecto de las otras
mucopolisacaridosis, son la capacidad intelectual normal, la laxitud ligamentosa y la
hipermovilidad articular (excepto en codos, cadera y rodillas). Los dismorfismos faciales o
facies gruesas también pueden estar presentes, pero se han reportado como atenuados
con respecto a la presentacion en otros trastornos (10).

1.4.2.1. Alteraciones musculoesqueléticas

Las afectaciones musculoesqueléticas tienden a agravarse con el paso de los afios y la
acumulacion progresiva del KS y el CS en los tejidos. Por ejemplo, en extremidades
inferiores se puede presentar una desalineacion de la columna lumbar caracterizada por
cifosis toracolumbar, como consecuencia de la subluxacion progresiva de la cadera y/o la



deformidad del valgo. Sin embargo, si no se trata a tiempo, puede producir dolor de
cadera y rodilla, conduciendo a una alteracién significativa de la marcha y disminucién de
la resistencia (40). Adicionalmente, la cifosis toracolumbar puede provocar
complicaciones como la estenosis espinal focal, mielopatia compresiva y paraplejia, en
pacientes entre la segunda y tercera década de la vida (41,42).

La rodilla y el tobillo valgo son las anomalias mas comunes de las extremidades inferiores
en pacientes con MPS IVA. El genu valgum es el resultado de la afectacion femoral distal
y tibial proximal y la laxitud articular. La limitacién de la movilidad articular generalmente
conduce a la pérdida de deambulacion durante la sequnda década de la vida (43).

Otro hallazgo caracteristico de pacientes con MPS IVA es la displasia de cadera,
presentandose hasta en el 75% de los afectados (6). Este hallazgo puede aparecer entre
la primer y segunda década de la vida y se pueden observar epifisis femorales pequeias
con acetabulos poco profundos. Sin embargo, con el curso de la enfermedad, aparecen
cambios destructivos en la cabeza femoral y lo acetabulos, provocando dislocacién de la
cadera, artritis y restriccion articular (8).

En extremidades superiores se puede observar en la mufeca hipermovilidad en extensién
y flexion, asi como desviacion cubital, lo que disminuye la fuerza de agarre de la mano,
caracteristico de los pacientes con MPS IVA. Este hallazgo podria deberse puramente a
las anormalidades esqueléticas o a la combinacion de laxitud ligamentosa y el
desplazamiento del tenddn, ya sea primario o secundario. Ademas, la debilidad muscular
progresiva también puede contribuir a la pérdida de fuerza (44).

Los pacientes con MPS IVA pueden presentar compresién de la medula espinal en
cualquier segmento, siendo mas comun en el segmento cervical. Esta compresién puede
ser el resultado de varios factores, entre ellos, la inestabilidad cervical, hipoplasia
odontoidea, hiperlaxitud ligamentosa, hipertrofia cartilaginosa en la articulacién
atlantoaxial, el depdsito de GAG en el espacio extradural, protrusion discal, cifosis
toracolumbar y estenosis del canal (8,42).

Las articulaciones hipermoviles resultantes de la hiperlaxitud ligamentosa son un hallazgo
caracteristico de los pacientes con MPS IVA. Sin embargo, se ha reportado una
disminucion de la movilidad en articulaciones como las rodillas, caderas y codos (45).

1.4.2.2. Alteraciones cardiacas

Los pacientes con MPS IVA acumulan GAG en las valvulas cardiacas, siendo mas frecuente
y severo el compromiso de la valvula mitral (VM). En estos pacientes la VM tiene los
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bordes engrosados y enrollados, con cuerdas gruesas y acortadas, lo que puede conducir
a regurgitacion y estenosis valvulares (39). Adicionalmente, se ha observado hipertrofia
ventricular y esclerosis intimal de las arterias coronarias (46). La insuficiencia mitral, la
insuficiencia adrtica y la insuficiencia pulmonar son hallazgos menos comunes en
pacientes con MPS IVA (39). También se ha descrito que los pacientes con MPS IVA
presentan una frecuencia cardiaca anormalmente alta y un indice de miocardio alto para
compensar el diametro ventricular izquierdo pequefio y el bajo volumen sistélico (6)

1.4.2.3. Alteraciones respiratorias

La etiologia de las alteraciones respiratorias en pacientes con MPS IVA es multifactorial.
Se produce por la acumulacion de GAG en tejidos respiratorios y 6seos, la obstruccion de
las vias respiratorias superiores e inferiores, la mielopatia cervical y la restricciéon de la
pared toracica. Las complicaciones respiratorias son una causa importante de
morbimortalidad en estos pacientes (46).

La obstruccidn de las vias respiratorias se atribuye a la acumulacién de GAG en adenoides,
amigdalas, laringe, traquea y arbol bronquial, lo que resulta en anomalias como
hipertrofia adenotonsilar, distorsion traqueal, traqueobroncomalacia y apnea obstructiva
del sueno (47).

Las deformidades de la pared toracica, que incluyen el pectus carinatum y la cifoscoliosis,
pueden limitar la expansion pulmonar y producir un deterioro restrictivo por la reduccion
del volumen pulmonar. La baja estatura y la hepatomegalia pueden producir un
desplazamiento ascendente del diafragma provocando una disminucion de la funcion
respiratoria. La inestabilidad atlantoaxial y la compresién de la médula espinal pueden
provocar disfuncion del nervio frénico y debilidad muscular inspiratoria. Estas
alteraciones, en conjunto, producen enfermedad pulmonar restrictiva en pacientes con
MPS IVA, que de no ser tratada pueden producir insuficiencia respiratoria e incluso la
muerte (42,48).

En un estudio realizado con 28 pacientes con Morquio A (12 + 8,14 afios) se evidencio
que el 68% de los pacientes tenian al menos un 25% de estrechamiento traqueal y que el
estrechamiento empeoraba con la edad (todos los pacientes mayores de 15 afios tenian
mas de 50% de estrechamiento). El 28% de los pacientes presentaron estrechamiento
traqueal severo (>75%). La evidencia de tal estrechamiento traqueal fue evidente desde
los 2 afos de edad (49).

Por lo anterior, los pacientes con MPS IVA tienen un mayor riesgo de complicaciones que
incluyen infecciones recurrentes, pérdida progresiva de la funcion respiratoria, trastornos

10



respiratorios del suefio, desde la primera década de la vida y, en Ultima instancia,
insuficiencia respiratoria (7,8).

1.4.2.4. Alteraciones oculares

La opacidad corneal (OC) es lentamente progresiva y es el hallazgo ocular mas comun en
pacientes con MPS IVA. La OC se debe principalmente a inclusiones de GAG que se unen
a la membrana de los queratocitos, por lo que, a mayor edad del paciente, existe una
mayor acumulacién de GAG y por tanto mayor gravedad de la OC, lo que puede resultar
en la reduccién significativa de la agudeza visual (50). Aunque se puede realizar
queratoplastia, el éxito de este procedimiento esta limitado por la reopacificacién de la
cornea y la discapacidad visual debida a la degeneracion retiniana y a la atrofia dptica
(51

El glaucoma es un hallazgo también reportado en pacientes con MPS IVA. Se han descrito
pocos casos de glaucoma de angulo abierto, probablemente debido a la acumulacién de
GAG en la malla trabecular sobre el tiempo, obstruyendo el flujo de salida del humor
acuoso (48).

Los pacientes con MPS IVA pueden presentar otras anomalias Opticas, tales como,
astigmatismo, cataratas, miopia, hipermetropia y en raras ocasiones atrofia del nervio
optico o distrofia retiniana (48,50).

1.4.2.5. Alteraciones dentales y auditivas

La pérdida auditiva leve a moderada es comun en pacientes con MPS IVA. Esta pérdida
puede ser conductiva, neurosensorial o mixta. Sin embargo, en estos pacientes es
frecuente la forma mixta, atribuida a la combinacion de un elemento conductor y un
elemento neurosensorial, de evolucion lentamente progresiva. La pérdida auditiva
conductiva puede ser secundaria a las infecciones recurrentes del tracto respiratorio
superior, la otitis media serosa y la deformidad de los huesecillos del oido. Mientras tanto,
la forma neurosensorial se atribuye principalmente a la acumulacién de GAG en el sistema
auditivo que incluye oido medio, coclear, octavo nervio y tronco encefalico inferior (48).

Las anomalias dentales de los pacientes con MPS IVA incluyen dientes posteriores conicos
con copas puntiagudas y dientes anteriores maxilares separados y ensanchados. La
articulacién temporomandibular se ve afectada por una reabsorcion severa de la cabeza
del condilo y el esmalte dental suele ser delgado, hasta el 25% del grosor normal (5).

1.4.2.6. Alteraciones neurologicas
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Los pacientes con MPS IV generalmente tienen hitos de desarrollo normales, asi como un
coeficiente intelectual normal. Sin embargo, pueden presentarse hallazgos neurologicos
secundarios a anomalias de la médula espinal presentes en las regiones cervical y/o
lumbar que pueden generar retraso del desarrollo y problemas de aprendizaje (7).

Adicionalmente, Davison et al., en el 2013 reportaron trastornos neuropsiquiatricos en
pacientes con MPS IVA. Ellos realizaron una evaluacion neurocognitiva en 14 pacientes,
entre los 5y 17 aflos y encontraron ansiedad, depresion, disminucién de la capacidad de
atencidn y quejas somaticas. Sin embargo, hasta ahora se desconoce si estos hallazgos
son causados por anormalidades bioquimicas especificas de la enfermedad o por las
limitaciones producidas por el fenotipo de los afectados (52).

1.4.3. Diagnostico

El diagndstico de MPS VA inicia con la sospecha clinica en pacientes con fenotipo
osteomuscular clasico, dependiendo de la severidad y la edad de presentacion. El
diagnostico de MPS IVA se confirma con la cuantificacion bioquimica de la actividad
enzimatica de GALNS en leucocitos o fibroblastos cultivados, la cual resulta baja o
ausente; y/o a través de pruebas moleculares del gen GALNS para identificar variantes
patogénicas bialélicas (10,48).

1.4.3.1. Clinico

El diagndstico clinico de MPS IVA debe sospecharse en un individuo con los hallazgos
descritos en la tabla 3, la cual describe antecedentes médicos, examen fisico, radiografias
esqueléticas y examen oftalmoldégico.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con MPS IVA

e Sin hallazgos clinicos distintivos al nacer

¢ Antecedentes de adenoidectomia, amigdalectomia, reparacion de hernia, tubos
de ventilacion auditiva (hallazgos generales para todos los trastornos MPS)

e Antecedentes de descompresion medular y/o fusién de la columna cervical o

Antecedentes antecedentes de cirugia para alineamientos de extremidades (exclusivo de MPS
meédicos IVA entre todos los trastornos de MPS)
e Compromiso respiratorio (apnea del suefio, limitaciones de resistencia,
ronquidos)

e Anomalias de la valvula cardiaca

e Anomalias dentales

e Estatura baja marcada con tronco corto y extremidades normales (el brazo
Examen fisico excede la altura)

e Cuello corto
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e Facies toscas

¢ Hernias

¢ Desviacion cubital de las mufiecas
e Pectus carinatum

e Térax en tonel

e Cifosis toracolumbar y escoliosis

e Genu valgum (golpe de rodilla)

e Articulaciones hiperméviles

e Contracturas articulares

¢ Hiperplasia de amigdalas

e Caminata con pausas frecuentes

e Escoliosis y cifosis

e Hepatomegalia y/o esplenomegalia
e Opacidad corneal

¢ Hipoplasia odontoidea con inestabilidad cervical posterior

e Cifosis
Hallazaos e Escoliosis
. 9 e Pectus carinatum
imagenes

¢ Ulnas cortas, desviacién cubital de la epifisis radial y maduracion 6sea retrasada

e Metacarpianos cortos con los extremos proximales del segundo al quinto
metacarpianos redondeados o puntiagudos

e Alas iliacas ensanchadas, aplanamiento de epifisis femorales y coxa valga

e Examen oftalmoldgico: discapacidad visual secundaria a opacidad corneal,

Otros astigmatismo y/o retinopatia.

e Examen auditivo: pérdida de la audicidn neurosensorial y/o conductiva.

diagnosticas

1.4.3.2. Bioguimico

Después de establecer una sospecha clinica de MPS IVA, se pueden usar varias pruebas
de laboratorio para llegar a un diagndstico. La deteccidon se puede realizar ya sea
mediante la medicidn de la elevacién anormal de los niveles de GAG en orina o midiendo
la actividad enzimatica.

a. Deteccion urinaria de GAG

Esta prueba se basa en la excrecién urinaria del exceso de GAG (UGAG) que se produce
en las MPS. Es importante tener en cuenta que la excrecion urinaria de GAG, expresada
en miligramos de GAG por gramo de creatinina, es normalmente alta en recién nacidos y
nifos hasta los dos afos de edad, entre 20 y 50 mgGAG/mmol de creatinina. Sin embargo,
este valor disminuye con la edad, se estabiliza en la segunda década de la vida, y
permanece constante durante la edad adulta. Es notable que los uGAG pueden ser
extremadamente altos en orina de recién nacidos normales y, por lo tanto, no deben
considerarse una prueba de deteccion confiable en este grupo de edad (11).
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En el caso de MPS IVA, se debe determinar la cantidad total de uGAG y diferenciar los
tipos especificos de GAG, para evitar resultados falsos negativos ya que el KS puede estar
presente sin elevar la cantidad total de GAG por encima de los limites superiores para
individuos no afectados (11).

b. Anélisis de actividad enzimatica

El diagnostico de MPS IVA requiere la demostracién de una deficiencia en la actividad de
la enzima GALNS, por lo que, a partir de células del paciente como fibroblastos o
leucocitos se llevan a cabo ensayos in vitro que permiten determinar si en dichas células
los sustratos son convertidos eficientemente en productos por la enzima GALNS. Esta
enzima actua sobre dos sustratos, N-acetilgalactosamina-6-sulfato y galactosa-6-sulfato,
por lo tanto, ambos sustratos se utilizan en las pruebas bioquimicas para cuantificar la
actividad de la enzima GALNS in vitro (53).

La realizacién de analisis de la actividad enzimatica para MPS IVA se debe hacer en
conjunto con la evaluacion de otras enzimas para descartar diagndsticos diferenciales en
pacientes con fenotipos superpuestos. Entre las enzimas a evaluar se debe incluir una
sulfatasa, como la arilsulfatasa B (EC 3.1.6.12) o la iduronato-2-sulfatasa (EC 3.1.6.13), para
descartar una deficiencia de sulfatasa multiple (MSD). También la evaluacion de B-
galactosidasa es util, ya que permite descartar MPS IVB la cual puede causar KS urinario
elevado (11).

1.4.3.3. Molecular

El analisis molecular se utiliza para identificar mutaciones genéticas que provocan una
actividad enzimatica GALNS disminuida o ausente. Debido a que MPS IVA es una
enfermedad autosdémica recesiva, ambos alelos GALNS deben contener una mutacién
patogénica para que un paciente resulte afectado (11,35).

El analisis molecular se realiza a través de la secuenciacion del gen GALNS. Generalmente,
se toma una muestra de sangre o fluido oral, de donde se obtiene el ADN a partir de los
leucocitos o células epiteliales, respectivamente, a través del cual se realiza la
amplificacion de las regiones de interés y posteriormente la secuenciacion de las regiones
codificantes del gen GALNS, asi como pequefios segmentos de regiones intronicas
inmediatamente adyacentes (11). También se puede utilizar tecnologias de Next
Generation Sequencing (NGS), que permite obtener la secuencia completa del gen.

Si bien los métodos basados en la secuenciacion del ADN identifican mutaciones sin
sentido, mutaciones con cambio de sentido y pequefias inserciones y deleciones en la
region codificante del gen, estas tecnologias no son capaces de identificar cambios en el
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numero de copias, por lo que se requiere usar métodos adicionales para identificar estas
variantes (54). Otra limitacion, incluso cuando se utilizan ambas tecnologias, es que las
mutaciones de las regiones promotoras no son detectables y la evaluacién de su
patogenicidad continda siendo un desafio (35).

1.4.4. Tratamiento

El tratamiento de las manifestaciones secundarias en las personas con MPS IVA se realiza
con terapias de apoyo, de acuerdo con las manifestaciones clinicas de cada paciente. Sin
embargo, generalmente se requiere una intervencion multidisciplinaria que incluye
fisiatras para la rehabilitacion fisica, fisioterapeutas para mejorar la movilidad, terapeuta
ocupacional para optimizar la autonomia, psicélogo para abordar habilidades de
afrontamiento, terapia familiar y calidad de vida, entre otros. (6,27)

Para las manifestaciones de tipo musculoesquelético se recomienda mantener un nivel
adecuado de actividad fisica que debe ser monitoreado por especialistas para prevenir
lesiones adicionales en las articulaciones (55). La mayoria de las manifestaciones 6seas
requieren correccion quirurgica, por ejemplo, la mala alineacion del tobillo a menudo se
corrige mediante una osteotomia tibial distal, la modulaciéon del crecimiento se logra
mediante el anclaje quirdrgico temporal de la placa de crecimiento y la cirugia en displasia
de cadera puede controlar el dolor y mejorar la alineacién. Sin embargo, también se
pueden considerar intervenciones no quirdrgicas, por ejemplo, para estabilizar el rango
de movimiento de la mufieca, a través del uso de férulas externas (8,40,55).

Generalmente se utilizan farmacos betabloqueantes para tratar la taquicardia que se
presenta como mecanismo compensatorio del bajo volumen sistdlico y diametro del
ventriculo izquierdo. Si se presentan complicaciones valvulares, tipo insuficiencia mitral,
se debe considerar el reemplazo valvular (6).

La extirpacién quirurgica de las amigdalas y adenoides agrandadas mejora la obstruccién
de las vias aéreas superiores y la apnea obstructiva del suefio. Sin embargo, en personas
con estrechamiento difuso de la via aérea que no mejora con la adenotonsilectomia, se
puede considerar la aplicacion de presion positiva continua de la via aérea y la
traqueotomia (7). Si se presenta obstruccion de vias aéreas inferiores se debe usar
broncodilatadores y, en algunos casos, corticosteroides (7).

La opacidad corneal a menudo requiere queratoplastia penetrante. Sin embargo, el

resultado puede variar, ya que se ha informado su recurrencia durante el primer afio
posterior al procedimiento quirdrgico (56).
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Se recomienda la colocacion del tubo de ventilacion para mejorar la audicion a largo
plazo. Ademas, el uso de audifonos mejora la discapacidad auditiva progresiva en los
pacientes con MPS IVA (6).

1.4.4.1. Terapia de reemplazo enzimatico (ERT)

La Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de América (FDA) aprobo,
en el 2014, el uso de GALNS recombinante en humanos (elosulfase alfa, Vimizim ®) como
ERT para pacientes con MPS IVA y se convirtié en una de las opciones terapéuticas mas
importantes debido a sus multiples ventajas, entre ellas un bajo riesgo de mortalidad (57).
Sin embargo, la ERT presenta varias limitaciones, entre las cuales, la mas importante es
quiza el limitado efecto que tiene sobre la displasia esquelética, un problema critico para
los pacientes con MPS IVA, ya que la perfusién relativamente reducida del sistema
esquelético limita la cantidad de enzima que llega a estos tejidos. Estudios realizados en
ratones con la enzima GALNS modificada, dirigida especificamente a hueso, demostraron
gue esta orientacion de la enzima mejora las manifestaciones clinicas y las lesiones dseas
patologicas en el modelo utilizado. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para
evaluar el efecto terapéutico de estas nuevas moléculas (57,58).

1.4.4.2. Terapia con células madre hematopoyéticas

La terapia con células madre hematopoyéticas (HSCT) se basa en el principio de que las
células donantes derivadas de la médula ésea secretan la enzima lisosémica y esta puede
circular en sangre y entregarse a varios tejidos, degradando el GAG acumulado. Sin
embargo, esta terapia tiene un efecto limitado sobre las lesiones éseas y cartilaginosas
debido a la perfusion limitada y la densa MEC que dificulta la penetracién celular de la
enzima (57).

Los estudios realizados con pacientes de MPS IVA a quienes se aplic6 HSCT como
tratamiento, revelan que esta terapia es Util en el mejoramiento de la funcion respiratoria
y reduciendo el riesgo de valvulopatia cardiaca, asi como el retraso de la displasia
esquelética. Sin embargo, tiene un impacto limitado en el crecimiento general y en
general las anomalias esqueléticas preexistentes (59).

1.4.5. Terapia génica

La terapia génica para MPS IVA adn no esta disponible en la practica clinica. Sin embargo,
tiene gran potencial ya que se considera como medicina regenerativa y se espera que sea
un tratamiento Unico curativo (57).

Aunque la terapia génica en un modelo de ratones adultos con MPS VII mostrd una
mejoria en 6rganos como el higado, el bazo y el rifidn, no hubo ningun efecto sobre las
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lesiones esqueléticas y cerebrales, probablemente por la baja penetracidon de los vectores
en la edad adulta. La respuesta inmune también puede afectar la eficacia terapéutica en
ratones maduros. Sin embargo, el tratamiento en el periodo neonatal evidencié mejoria
en las lesiones esqueléticas, por lo que la terapia génica temprana probablemente sea
importante para prevenir eficazmente las lesiones patoldgicas irreversibles en pacientes
con MPS (60).

Uno de los estudios mas prometedores en el campo de la terapia génica para la MPS IVA
fue llevado a cabo por Leal et al. En este trabajo, se implementd un sistema de edicion
genética basado en CRISPR/Cas9-nickasa para introducir un segmento de ADN
conteniendo el gen GALNS funcional en un modelo murino. Los resultados fueron
exitosos al demostrar una insercion precisa del gen, lo que resultd en un aumento
sostenido y a largo plazo de la actividad de la enzima GALNS, alcanzando niveles de hasta
el 40% de los valores normales. Asimismo, se observd una mejora en marcadores
bioldgicos relevantes para la MPS IVA, incluyendo la normalizacion de la masa lisosomal,
la reduccion de los niveles de GAGs y la disminucion del estrés oxidativo (61).

Estos hallazgos sugieren un potencial terapéutico prometedor para mejorar la calidad de
vida de los pacientes. Sin embargo, es importante destacar que se requieren mas
investigaciones para validar la seguridad y eficacia de este enfoque antes de realizar los
ensayos clinicos. Ademas, la afectacion esquelética Unica de Morquio A requiere el
desarrollo de un método de administracion de genes eficaz para las lesiones Oseas y
cartilaginosas, lo cual sigue siendo un desafio actualmente (57,62).

1.5. Genética poblacional

1.5.1. Deriva genética y efecto fundador

La teoria de la seleccidn natural sostiene que algunos individuos de una poblacién tienen
rasgos que les permiten sobrevivir y producir mas descendencia, mientras que otros
individuos tienen rasgos que son perjudiciales y pueden hacer que mueran antes de
reproducirse. Durante generaciones sucesivas, estas presiones de seleccion pueden
cambiar el acervo genético y los rasgos dentro de la poblacion. A diferencia de la seleccion
natural, la deriva genética describe el efecto del azar en las poblaciones en ausencia de
presion de seleccion positiva o negativa. Por lo tanto, la deriva genética es el cambio de
alelos dentro de una poblacion debido a eventos fortuitos que hacen que muestras
aleatorias de la poblacién se reproduzcan o no (63).

El efecto de la deriva genética puede ser mucho mayor cuando ocurren eventos fortuitos
que modifican las frecuencias alélicas de la poblacién, tales como fendmenos naturales
que eliminan al azar una parte de la poblacién, lo que se conoce como “cuello de botella”.
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Adicionalmente, si una parte de la poblacién migra de un sitio geografico a otro, esto
puede modificar la frecuencia alélica con relacién a la poblacién original, ocasionando un
fenomeno de efecto fundador (64).

1.5.2. Efecto Fundador en Genética Humana

Un efecto fundador se origina cuando una nueva poblacidn se establece a partir de un
pequefo grupo de individuos fundadores. Estos fundadores llevan consigo solo una
fraccion de la diversidad genética de la poblacion original, lo que resulta en una
disminucion de la diversidad genética y patrones de frecuencia de alelos distintivos en la
nueva poblacion (65) .

Una poblacion que ha sido el resultado de un efecto fundador se caracteriza por: i) la
pérdida de la diversidad genética, reflejada en la disminucién del nimero de alelos, ii) la
fijacion de alelos vy iii) el incremento en el nivel de desequilibrio de ligamiento por la
pérdida de haplotipos en la poblacion (66,67).

Es asi, como en las Ultimas décadas se han llevado a cabo diversos estudios que, de
manera consistente, sugieren la hipétesis del efecto fundador como un marco explicativo
para la alta prevalencia de alelos patogénicos, siendo estos la raiz de enfermedades raras
en grupos poblacionales especificos.

Un ejemplo destacado de este fenomeno se encuentra en la poblacion de Judios
Ashkenazi (AJ), donde se observa una incidencia elevada de patologias relacionadas con
el almacenamiento de lipidos (LSD), que incluyen la enfermedad de Tay-Sachs,
enfermedad de Gaucher, mucolipidosis tipo IV y enfermedad de Niemann-Pick (68).
Investigaciones recientes han fortalecido la validez de la hipotesis del efecto fundador
para explicar todos los casos de LSD en esta poblacion, al confirmar que no existian
diferencias significativas en (a) edades estimadas de los alelos, (b) nimeros de alelos
asociados a enfermedades y (c) origenes geograficos inferidos de los alelos entre las LSD
y las enfermedades sin almacenamiento de lipidos. Esto respalda la nocién de que estos
rasgos genéticos especificos, compartidos por ambas categorias de enfermedades, tienen
un origen fundador comun (68).

Asimismo, en un estudio realizado en pacientes italianos con miopatia relacionada con la
Calsequestrina 1 (CASQT), un trastorno muscular caracterizado por calambres y debilidad
muscular en la edad adulta, se identificaron 22 pacientes, de los cuales 21 portaban la
variante patogénica CASQT:p.Asp244Gly y sélo un paciente portaba una variante genética
diferente. Estos hallazgos respaldan la hipotesis de que la concentracion de alelos
patogénicos en esta poblacion puede atribuirse a eventos fundadores (69).
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En el contexto del sindrome de leiomiomatosis hereditaria y cancer de células renales
(HLRCC), se realizd un analisis de haplotipos en los individuos portadores de la variante
FH:c.1118A>G en Alicante, Espaia. Este analisis confirmd que la mutacién se origind hace
12 a 26 generaciones a partir de un ancestro fundador, lo cual proporciona una
explicacion para la alta frecuencia de HLRCC observada en la dicha provincia (70).

En adicion, en un estudio centrado en pacientes con trombocitemia hereditaria, una
enfermedad rara caracterizada por un aumento en la megacariopoyesis que lleva a una
sobreproduccion de plaquetas, se realizd un analisis de haplotipos mediante
microsatélites y polimorfismos de un solo nucledtido en nueve familias, ocho italianas y
una japonesa, todas portadoras de la variante patogénica MPL-G1073A. Los resultados
obtenidos revelaron la presencia de un haplotipo comun entre las familias italianas,
sugiriendo la posible existencia de un efecto fundador (71).

Ademas del posible efecto fundador en la transmision generacional de alelos
patogénicos, la endogamia y la seleccion de alelos recesivos también son aspectos
relevantes para entender la prevalencia y transmision de enfermedades genéticas en
poblaciones especificas.

1.5.3. Seleccion de alelos recesivos

La seleccién ocurre cuando individuos con fenotipos particulares sobreviven a la madurez
sexual a tasas mas altas que aquellos con otros fenotipos (72).

El coeficiente de seleccidon es una medida que representa la fuerza de seleccion frente a
los homocigotos recesivos en relacién con los otros genotipos. Cuando la fuerza de
seleccion es igual a 1, esto significa un cambio de frecuencias alélicas en la poblacién,
aumentando la frecuencia del alelo dominante y disminuyendo la frecuencia del alelo
recesivo, lo que conduce a la pérdida de equilibrio de las frecuencias genotipicas. Pese a
la disminucion de la frecuencia del alelo recesivo, cuando este es raro o poco frecuente,
la mayoria de las copias de la poblacién se encuentran en individuos heterocigotos o
portadores, donde estan efectivamente ocultos de la seleccidon y de esta manera logran
pasar de una generacion a otra (73).

1.5.4. Ancestria global

El analisis de la ancestria global es una herramienta fundamental en genémica y estudios
de poblacidon. Se enfoca en determinar la composicion ancestral de los individuos,
identificando la mezcla de ascendencia proveniente de diferentes poblaciones o grupos
étnicos. Este enfoque se basa en marcadores genéticos distribuidos en todo el genoma,
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los cuales reflejan la diversidad genética y permiten inferir la ascendencia ancestral de un
individuo (74).

Actualmente, estos estudios son cruciales para el diagndstico y pronostico de
enfermedades (95-97), especialmente las de origen genético.(75-77) Ademas, son
fundamentales en la medicina personalizada debido a la influencia significativa que los
factores genéticos especificos de cada grupo étnico pueden tener en las respuestas
individuales a los tratamientos (75).

Una investigacion realizada por Lee et.al. en nifios con leucemia linfoblastica aguda reveld
asociaciones significativas entre la ascendencia genética y los subtipos moleculares de la
enfermedad. Ademas, se observo que las ascendencias africana y amerindia estuvieron
vinculadas con peores resultados en la supervivencia general. Estos hallazgos resaltan la
importancia de tomar en cuenta los subtipos moleculares como parte de un enfoque de
tratamiento personalizado y subrayan la relevancia de la ascendencia genética en el
manejo médico de la patologia(75).

Un estudio reciente en pacientes con melanoma uveal (UM) se centré en explorar la
relaciéon entre la composicion genética y los marcadores predictivos del UM. En esta
investigacion se identificaron marcadores genéticos especificos y haplotipos asociados
con un mal prondstico de los pacientes. Estos hallazgos respaldan los efectos de la
ascendencia genética en los marcadores prondsticos en el curso de la enfermedad (78).

En resumen, determinar la ascendencia genética es un factor determinante en la
variabilidad de las respuestas a tratamientos y resultados de enfermedades, reafirmando
la necesidad de considerar este aspecto en la medicina personalizada y en el pronéstico
de los pacientes con Sindrome de Morquio tipo IVA para mejorar la efectividad de los
tratamientos y la calidad de vida de los pacientes.

1.6. Deteccion de variantes fundadoras

La identificacién de variantes genéticas fundadoras puede llevarse a cabo mediante
distintos enfoques, ya sea basados en la genética clasica o en la gendmica avanzada. Estos
métodos se centran en revelar aquellas variantes genéticas especificas que han surgido
en poblaciones aisladas y que, a lo largo del tiempo, han llegado a tener una frecuencia
significativa en dichas comunidades (79).

Los enfoques basados en la genética clasica incluyen el analisis de marcadores
individuales y multiples. El analisis de marcador Unico implica el mapeo del desequilibrio
de ligamiento entre el marcador y el gen causante de la enfermedad, centrandose en la
relacién entre un marcador especifico y la variante genética asociada. Por otro lado, el
analisis de multiples marcadores polimorficos ofrece un mapeo mas detallado y de mayor
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resolucion de la asociacion entre la variante fundadora y la enfermedad, permitiendo una
visibn mas completa de la diversidad genética. En contraste, los enfoques basados en la
gendmica se enfocan en la deteccion de haplotipos que mapean la variaciéon fundadora,
en asociacion con una patologia. Este enfoque analiza la estructura gendmica mas amplia,
considerando la informacién de multiples marcadores genéticos cercanos, lo cual es
especialmente Util para comprender la historia genética de una poblacién y su
susceptibilidad a enfermedades especificas (79).

Estos tres enfoques son valiosos para descubrir y caracterizar variantes genéticas
fundadoras. Sin embargo, el analisis de haplotipos se ha consolidado como el método de
eleccion para llevar a cabo este tipo de estudios, ya que posibilita la exploracion de
patrones precisos de transmisién de alelos en familias y poblaciones, lo cual es
particularmente eficaz en contextos clinicos y de investigacion genética (80-82).

Un ejemplo de la utilidad del analisis de haplotipos se evidencia en un estudio que evalud
seis mutaciones frecuentes del gen GJB2 asociadas a la pérdida de audicion en pacientes
japoneses. Este estudio revelé que todas las mutaciones compartian un haplotipo
especifico, lo cual sugiere un origen comun debido a efectos fundadores. Este
descubrimiento aporta significativamente al conocimiento sobre la historia genética y los
mecanismos subyacentes a la pérdida de audicién relacionada con el gen GJBZ2 (80).

Del mismo modo, se realizd un estudio en poblacién coreana donde se analizaron
haplotipos de pacientes con variantes patogénicas o probablemente patogénicas en los
genes BRCAT/BRCAZ2 con posible efecto fundador. Los resultados sugirieron que las
variantes BRCAT1:¢.5339T>C (p.Leu1780Pro) y BRCA2:c.1399A>T (p.Lys467%*), vinculadas al
cancer hereditario de mama u ovario, son variantes fundadoras de la poblacion coreana
(81).

Ademas, un estudio llevado a cabo en pacientes con poliquistosis renal autosémica
dominante (PQRAD) en Taiwan, demostro que el 80% de las familias portadoras de la
variante patogénica PKD2:p.Arg803Ter compartian el mismo haplotipo en una regién de
250 kb. Este hallazgo sugiere un efecto fundador asociado a dicha variante (83).

1.6.1. Metodologias para el analisis de haplotipos

Los microsatélites son repeticiones en tdandem de motivos cortos de ADN, compuestos
de 1 a 6 nucledtidos, que se distribuyen a lo largo del genoma eucariota. Estos elementos
exhiben altas tasas de mutacion en humanos, lo que genera regiones altamente
polimorficas. Por esta razon, son ampliamente utilizados en estudios de asociacion y
genética de poblaciones ((84).
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Las metodologias que utilizan microsatélites para la construccion de haplotipos
generalmente se basan en la amplificacion por Reaccién en Cadena de la ADN polimerasa
(PCR), utilizando cebadores marcados con fluorocromos especificos, para amplificar las
regiones donde se encuentran los microsatélites. Una vez amplificados, estos fragmentos
se separan por electroforesis capilar, lo que permite identificar el nUmero exacto de
repeticiones de cada microsatélite (83,85).

Otra de las metodologias para evaluar variantes fundadoras se basa en el analisis de
polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) en una region definida o, incluso, genomas
completos (86). Estos marcadores permiten estudiar el desequilibrio de ligamiento (LD) y
construir haplotipos en regiones cercanas a la variante genética de interés. Un enfoque
comun es la identificacion de haplotipos. Para ello, se han utilizado herramientas como
Haploview para evaluar el LD y definir bloques haplotipicos, asi como Beagle para la
imputacion y faseo de variantes (87,88). La comparacién de estos haplotipos entre
individuos portadores de la variante y poblaciones de referencia, permite determinar si la
variante fundadora se origind a partir de un solo evento mutacional (81,86).

En comparacion con los SNPs, los microsatélites permiten una mejor resoluciéon de
haplotipos a nivel local debido a su alta variabilidad alélica, lo que facilita detectar
recombinaciones recientes y eventos de expansion de poblaciones. Sin embargo, la
complejidad en su amplificacién y analisis, junto con su naturaleza repetitiva, puede
complicar la interpretacidon de datos, lo cual representa una mayor dificultad para inferir
la ancestralidad exacta del haplotipo (89). Ademas, el uso de SNPs para la construccion
de haplotipos ha ganado popularidad debido a la facilidad de automatizacion y la
capacidad de analizar regiones mas amplias con mayor precision (89).

1.6.2. Analisis de haplotipos en sindrome de Morquio

A pesar de la alta variabilidad alélica observada en los pacientes con MPS IVA, se han
reportado alelos patogénicos de mayor frecuencia en regiones geograficas especificas
(90) . Sin embargo, los estudios sobre los posibles efectos fundadores de estas variantes
son escasos, lo que subraya la necesidad de realizar una caracterizacién genética mas
detallada para comprender su impacto local.

La mayoria de los estudios publicados, hasta la fecha, de variantes fundadoras en MPS
IVA se basan en el estudio de seis SNPs intragénicos en el gen GALNS, que fueron
publicados por primera vez por Tomatsu, et. al. (91) en pacientes japoneses con esta
patologia (91-94).

Un estudio realizado en Tunez, en 15 pacientes con MPS IVA, revel6 que los 11 pacientes
que portaban la variante patogénica c.120+1G>A, en homocigosis, compartian el
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haplotipo comuin ABcHde, mientras que los controles compartieron el haplotipo abchDE,
no presente en los pacientes. Estos datos aportan evidencia sobre el efecto fundador de
la variante intronica ¢.120+1G>A en los pacientes tunecinos (95).

En Brasil, la variante p.S341R ha mostrado tener una frecuencia alélica aumentada en
pacientes con MPS IVA. Un estudio que analizo los haplotipos de 63 afectados demostré
que todos los pacientes que portaban esta variante (n=11) compartian el haplotipo
abhcde, y todos provenian de la region Nordeste, principalmente del estado de Paraiba,
lo que apoya la teoria del efecto fundador en esta region (96)

En un estudio realizado en Canada, se incluyeron 33 pacientes con MPS IVA. De estos, 17
pacientes portaban la variante patogénica p.M391V, la cual se asocié con un fenotipo no
clasico (atenuado) de la enfermedad. Aunque el analisis no incluyé estudios de haplotipos,
la frecuencia de la variante p.M391V plantea la posibilidad de un efecto fundador en esta
poblacién (97). De manera similar, en Chile se llevd a cabo un estudio que incluyé a 12
pacientes, en el cual se reporté la variante ¢.319+2T>C en el 42% de los alelos analizados.
Todos los pacientes que presentaron esta variante compartian caracteristicas geograficas
y étnicas que sugieren la existencia de un efecto fundador en esta poblacion (98).

Finalmente, en un estudio realizado en India que incluyd a pacientes de 23 familias no
relacionadas de Gujarat, se observd una alta prevalencia de la variante p.P77R, la cual se
postula como una variante fundadora en esta poblacidén. Esta variante estaba
significativamente asociada con un haplotipo que incluia los marcadores rs11076715,
rs11076716 y rs377453859, abarcando una longitud gendmica total de 28,3 kb en el gen
GALNS (99).
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OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la posible existencia de un efecto fundador de la mutacion p.G301C en el gen
GALNS en pacientes colombianos diagnosticados con Mucopolisacaridosis tipo IVA.

Objetivos especificos

1. Caracterizar el perfil clinico y molecular de los pacientes con Mucopolisacaridosis
tipo IVA en Colombia

2. Analizar bloques de haplotipos del gen GALNS en pacientes con MPS IVA, con el
fin de determinar su asociacién con la mutacion p.G301C.

3. Estimar la ancestria genética global y local de los individuos colombianos con MPS
IVA, a través de la secuenciacion del genoma completo.
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CAPITULO I: Caracterizacién clinica y molecular de los pacientes con
Mucopolisacaridosis tipo IVA en Colombia

1.1. METODOLOGIA

Poblacion y muestra

Se incluy6o una muestra por conveniencia compuesta por 35 pacientes colombianos con
sospecha o diagndstico de Mucopolisacaridosis tipo IVA (Sindrome de Morquio) y sus
respectivos padres bioldgicos.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

Toda persona mayor o menor de edad, nacida en Colombia, con al menos dos

generaciones de ascendencia materna previa al caso indice (madre y abuela),

originarias de Colombia, con sospecha o diagnodstico de mucopolisacaridosis tipo

IVA, que cumpla con al menos uno de los siguientes parametros:

a. Prueba de actividad enzimatica de GALNS reducida o ausente

b. Prueba molecular con variantes genéticas bialélicas patogénicas o
probablemente patogénicas en el gen GALNS.

Criterios de exclusion

e Paciente nacido en Colombia, pero con padres biologicos oriundos de otros
paises.

e Paciente que ha recibido transfusion de sangre en un periodo menor a 4
meses.

e Paciente sometido a trasplante de médula O6sea y/o células madre
hematopoyéticas.

Captacion de participantes

Consentimiento informado

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Humana de la
Universidad Icesi, bajo el acta de aprobacién No. 365 y del Comité de Etica en
Investigacion en Salud (CEIS) de la Universidad del Valle, bajo el acta 001-021.
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El consentimiento informado de todos los participantes se obtuvo en un espacio adecuado,
donde se explicaron los riesgos, beneficios y aspectos relevantes del proyecto. Tras aclarar
dudas y asegurar el entendimiento, se procedié con la firma del consentimiento y el
asentimiento (ANEXO 1: CONSENTIMIENTO Y ASENTIMIENTO INFORMADO), si
correspondia.

Caracterizacion clinica

La caracterizacion clinica de los participantes incluyé la recoleccion de datos
sociodemograficos y una evaluacion médica detallada realizada por un médico genetista,
quien registré la informacion en los formularios disefiados para este proposito (ver
ANEXO 2: DATOS SOCIODEMOGRAFICOS y ANEXO 3: DATOS CLINICOS). Este
proceso dependio de la colaboracion activa de los participantes, y la ausencia de algun
dato no se considero un criterio de exclusion, garantizando la inclusion de todos los datos
de individuos que cumplieran con los criterios generales del estudio.

Todos los datos recopilados fueron anonimizados y almacenados en una base de datos
digital en Microsoft Access, protegida mediante contrasefa, cumpliendo con los
estandares de seguridad y confidencialidad.

El analisis estadistico de las variables se llevd a cabo utilizando medidas de tendencia

central, como la media y la mediana, para las variables cuantitativas, mientras que las
frecuencias absolutas y relativas se emplearon para las variables categoricas.

Caracterizacion molecular
Toma de muestras

Para cada participante, se tomd una muestra de 4mL de sangre periférica en tubos
Vacutainer con anticoagulante EDTA. En aquellos participantes donde no fue posible
obtener sangre, se obtuvo fluido oral utilizando el kit comercial ORAGENE DNA OG-575
(DNAgenotek), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Extraccion de ADN
La extraccion de ADN gendmico se realizo usando el kit de extraccion QlAamp DNA Mini

Kit (Qiagen) a partir de una muestra de 250l de sangre o 500ul de fluido oral, segun las
instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad del ADN obtenido fue determinada por
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espectrofotometria en un equipo Nanodrop2000® UV-Vis Spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific).

Para confirmar el diagnostico de MPS IVA, se realiz6 el tamizaje de variantes bialélicas
patogénicas o probablemente patogénicas mediante secuenciacién Sanger. Dada la alta
frecuencia de la variante GALNS:p.G301C, se inici6 el tamizaje con la amplificacion del
exon 9, donde se localiza esta variante. En caso de obtener un resultado negativo, se
secuenciaron los exones 11, 2, 5y 7. Si estos también resultaban negativos, se procedio a
secuenciar los demas exones.

Amplificacién por PCR

Se emplearon los primers reportados previamente por Wang y cols. para la amplificacion
de los 14 exones del gen GALNS, asi como las regiones intronicas flanqueantes de cada
una de las regiones codificantes (32). Se llevé a cabo una PCR convencional, en singleplex
para cada exdn tamizado, en un volumen final de 25uL conteniendo: Buffer 1X, MgCl2
2mM, 0,4mM de cada uno de los primers, 0.2mM dNTPs, 0.5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen®) y 100 ng de ADN por reaccion. Para los ciclos térmicos se utilizo el
termociclador Swift™ MiniPro Thermal Cycler (ESCO), de acuerdo con las condiciones de
termociclado especificas para cada pareja de primers (32). Los productos amplificados se
verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, a 80 V durante 30 minutos,
utilizando el marcador de peso molecular MassRuler® DNA ladder Low Range
(ThermoFisher Scientifics). Se empled el agente intercalante SYBR Safe® para la
visualizacién de los productos.

Secuenciacion Sanger

Para la purificacién de los productos amplificados, se utilizo el kit EZNA® Cycle Pure Kit
(Omega Bio-tek), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Para la
secuenciacion, se empled el kit de secuenciacion Big Dye Terminator 3.1 (ThermoFisher
Scientifics), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de la reaccion fueron
analizados, por electroforesis capilar, en el equipo ABI Prism 3500 (Applied Biosystems).
La revisién de los parametros de calidad de los electroferogramas obtenidos, asi como la
asignacion de bases, se realizd en el programa Sequencing Analysis v6.0 (ThermoFisher
Scientifics).

Deteccion de variantes

Los analisis de las secuencias se llevaron a cabo mediante la herramienta bioinformatica
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), que permitié alinear la secuencia de referencia
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del gen GALNS (NG_008667.1) con las secuencias obtenidas, para identificar las variantes
genéticas presentes en cada paciente.

1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Poblacion

La poblacién de estudio incluy6 35 pacientes colombianos con diagnéstico bioquimico
de MPS IVA, confirmado a través de la medicion de actividad enzimatica de
galactosamina-6-sulfatasa en leucocitos. Adicionalmente, se incluyeron sus padres
bioldgicos para los analisis genéticos. A cada paciente se le asigné un codigo Unico
consecutivo, iniciando desde MORO001 hasta MORO035, garantizando la anonimidad de los
datos en el analisis.

Caracterizacion clinica
Sociodemogrdficos

De los 35 pacientes con MPS IVA incluidos en el estudio, el 57,1% (19 de 35) eran de sexo
femenino y el 42,9% (16 de 35) de sexo masculino. La edad promedio de los participantes
fue de 21 afios, con un rango de 6 a 52 afos (Tabla 3jError! No se encuentra el origen
de la referencia.).

En cuanto a la distribucion geografica por lugar de nacimiento, el departamento con
mayor representacion fue Risaralda, con 42,9% (15 de 35) de los casos, seguido por Valle
del Cauca con 37,1% (13 de 35), y Caldas con 8,6% (Figura 1). A nivel de ciudades, Pereira
presentd el mayor nimero de participantes, con 31,4% (11 de 35), seguida por Cali con
11,4% (4 de 35).

Respecto al sistema de salud, 51,4% (18 de 35) de los participantes estaban afiliados al
régimen subsidiado, 28,6% (10 de 35) al régimen contributivo, 5,7% (2 de 35) al régimen
especial, y un paciente, que corresponde al 2,9% (1 de 35), no estaba afiliado a ningun
sistema de salud.

Con relacion a las caracteristicas socioecondmicas, el 25,7% (9 de 35) de los participantes
pertenecian al estrato 2, el 20% (7 de 35) al estrato 1, otro 20% (7 de 35) al estrato 3y
solo se contd con un participante del estrato 4. Por otra parte, el mayor porcentaje de
participantes se identific6 como mestizo (14 de 35), seguido por el 20% (7 de 35) que se
identific6 como blancos.
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Figura 1. Distribucion geogrdfica de los participantes por departamento.

Diagnéstico

La sospecha clinica de MPS IVA ocurrié, en promedio, a los 8 aflos de edad, con una
mediana de 3 afios Los rangos de edad fueron amplios, oscilando entre el primer mes de
vida y los 48 afos. En cuanto al diagnostico clinico definitivo, este se realizé en promedio
alos 11 afos, con una mediana de 5 afos, con rangos que oscilaron desde los 2 hasta los
48 afos (Figura 2).

Si bien el promedio de edad al diagnostico excede los valores reportados
internacionalmente, la mediana coincide con el patrén global de diagnostico antes de los
5 afos, lo que sugiere la existencia de casos detectados tempranamente, compensando
parcialmente los retrasos observados en otros pacientes. Estos hallazgos destacan tanto
la heterogeneidad en los tiempos de diagndstico como la necesidad de mejorar la
identificacién temprana en el contexto local (7).
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Figura 2. Comparacion de la edad de sospecha y diagnéstico clinico en los participantes

Se recopil6 informacion de los padres sobre las primeras manifestaciones que generaron
sospecha de la enfermedad. Los resultados se resumen empleando términos fenotipicos
estandarizados del Human Phenotype Ontology (HPO). Entre los hallazgos mas
frecuentes se identificaron: HP:0000768 (pectus carinatum), presente en 14 pacientes;
HP:0001288 (alteracidén en la marcha), reportada en 6 pacientes; HP:0002652 (displasia
esquelética), en 5 pacientes; y HP:0004322 (talla baja), también observada en 5 pacientes.
Estos resultados son consistentes con la literatura, que describe el pectus carinatum, la
talla baja y las alteraciones en la marcha como las manifestaciones iniciales mas comunes
de la enfermedad (10,36,38).

Otros sintomas frecuentemente reportados, como el HP:0002816 (genu valgo) y la
HP:0002808 (cifosis), se observaron con menor frecuencia en esta cohorte, registrandose
en 4y 1 paciente, respectivamente. En total, se identificaron 17 términos HPO diferentes,
lo que refleja la amplia diversidad fenotipica de la enfermedad en esta cohorte (Figura 3).
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Figura 3. Frecuencia de los términos HPO en la sospecha clinica de los pacientes.

En relacién con los métodos diagndsticos empleados, se observd que el 31.4% de los
pacientes (11 de 35) fueron diagnosticados mediante pruebas enzimaticas, el 17.1% (6 de
35) mediante una combinacién de dos tipos de pruebas, el 11.4% (4 de 35) mediante las
tres pruebas disponibles (enzimaticas, moleculares y analisis de uGAGS), el 2.9% (1 de 35)
Unicamente con pruebas moleculares y otro 2.9% (1 de 35) mediante analisis de
glicosaminoglicanos urinarios (UGAGs). Sin embargo, el 34.3% (12 de 35) de los casos no
contaba con informacion sobre el método diagndstico utilizado. Los valores de la
actividad de la enzima galactosamina 6-sulfatasa en leucocitos oscilaron entre 0 y
0.3nmol/mg prot/h, confirmando una actividad enzimatica severamente reducida, lo cual
es tipico en los fenotipos severos de la enfermedad (100,101).

Adicionalmente, solo 9 pacientes contaban con un diagnostico molecular, lo cual
representa un aspecto critico para el adecuado asesoramiento genético individual y
familiar. Este tipo de diagndstico no solo permite confirmar la etiologia genética, sino que
también es esencial para el analisis de correlaciones genotipo-fenotipo y para estudios
de ancestralidad, como los relacionados con el efecto fundador (79,96,98,99,102).

Las pruebas enzimaticas, como la medicién de la actividad de la N-acetilgalactosamina-
6-sulfatasa (GALNS) en leucocitos o fibroblastos, son consideradas el estandar, debido a
su alta especificidad y sensibilidad (103-105). Estudios recientes enfatizan que la
realizacion de pruebas moleculares puede acelerar el diagndstico y proporcionar
informacion adicional sobre variantes genéticas asociadas a la severidad de la
enfermedad (106). En nuestro estudio, solo el 25.7% de los casos fueron diagnosticados
con pruebas moleculares, lo cual contrasta con los enfoques actuales que promueven el
uso de herramientas genémicas en combinacion con pruebas enzimaticas (90,107,108).
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El analisis de uGAGs, aunque es Util como prueba de tamizaje, tiene limitaciones debido
a su baja especificidad, ya que niveles elevados pueden observarse en otras
mucopolisacaridosis o incluso en condiciones clinicas no relacionadas (97,103,104). La
baja proporcion de casos diagnosticados exclusivamente con esta técnica en nuestra
cohorte (2.9%) coincide con la tendencia reportada en la literatura hacia su uso como
prueba complementaria (103).

El hallazgo de que un 34.3% de los pacientes no tuviera datos sobre el método
diagndstico refleja una brecha importante en los registros clinicos. Esta deficiencia limita
el analisis epidemiologico y dificulta la implementacion de estrategias de diagndstico
temprano, las cuales han demostrado mejorar el prondstico mediante la iniciacion
oportuna de la terapia de reemplazo enzimatico (109).

Tratamiento

En cuanto al tratamiento, 30 (85%) pacientes reportaron haber recibido terapia de
reemplazo enzimatico, con VIMIZIM (elosulfase alfa), en algun momento de su vida. Sin
embargo, solo 24 estaban en tratamiento activo al momento de la captacion. Entre los 6
pacientes que presentaron discontinuidad en el tratamiento, 4 indicaron efectos adversos
como taquicardia, alergias, depresién y urticaria como las principales razones para
suspender la terapia. Uno de los pacientes atribuyd la interrupcion a dificultades
relacionadas con el sistema de salud, especificamente la falta de autorizacién por parte
de su EPS en régimen subsidiado. El Gltimo caso no especifico las causas de la suspension.
Adicionalmente, 4 pacientes informaron haber pausado su tratamiento debido a la
pandemia de COVID-19, mencionando el miedo generado por la emergencia sanitaria
como un factor determinante en su decision.

La interrupcion del tratamiento en enfermedades raras representa un desafio significativo
para garantizar una atencion adecuada y continua. Los efectos adversos reportados en
esta cohorte (taquicardia, alergias, depresion y urticaria) son consistentes con lo descrito
en la literatura sobre las terapias de reemplazo enzimatico (TRE), las cuales, aunque
efectivas en muchos casos, pueden desencadenar reacciones adversas en una proporcion
de los pacientes (110,111). La identificacion temprana y el manejo adecuado de estas
reacciones son esenciales para mejorar la adherencia y evitar interrupciones que puedan
impactar negativamente en la progresion de la enfermedad (109)

El caso del paciente que enfrento barreras administrativas en el acceso al tratamiento
refleja problemas estructurales en los sistemas de salud, particularmente en paises de
ingresos medios como Colombia. Estas dificultades suelen estar relacionadas con la
burocracia, la falta de recursos y los costos elevados asociados a las TRE, factores que
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pueden limitar el acceso oportuno y equitativo al tratamiento en pacientes con
enfermedades raras (112) .

Finalmente, el impacto de la pandemia de COVID-19 en la continuidad del tratamiento
resalta una vulnerabilidad adicional para estos pacientes. Estudios recientes han
documentado como la emergencia sanitaria global exacerbd la interrupcion de terapias
crénicas debido a restricciones de movilidad, temor al contagio y priorizacion de recursos
hacia la atencion de la pandemia (113).

Evaluacion médica: Hallazgos mas frecuentes

Las caracteristicas clinicas del sindrome de Morquio A presentan una amplia variabilidad.
Al consultar el término "GALNS" en la plataforma HPO online (https://hpo.jax.org/), se
identificaron 50 anotaciones asociadas a la MPS IVA, reflejando la complejidad fenotipica
de esta enfermedad. En este estudio, se evaluaron las caracteristicas mas relevantes en
cada paciente; sin embargo, la recopilacién de informaciéon completa se vio limitada por
factores como la falta de seguimiento clinico y manejo integral de la enfermedad en esta
poblacion, asi como por la limitada accesibilidad a resultados de examenes médicos, que
en algunos casos solo estaban disponibles en copias fisicas bajo la custodia de los propios
pacientes. Estas condiciones incrementan el riesgo de pérdida de informacion relevante.

No obstante, a pesar de estas limitaciones, se confirmé un fenotipo severo en todos los
participantes, empleando los siguientes criterios diagndsticos: retraso en el crecimiento
con una altura adulta inferior a 125 cm, aparicion temprana de sintomas antes de los 3,5
ahos y la presencia de cambios esqueléticos caracteristicos documentados mediante
radiografias (114).

Entre los hallazgos clinicos mas frecuentes en la poblacion estudiada fueron: HP:0000470
(cuello corto) y HP:0000768 (pectus carinatum), observados en 29 pacientes cada uno.
Otras manifestaciones comunes incluyeron HP:0003049 (desviaciéon cubital de las
mufecas) en 28 pacientes, y HP:0001552 (térax en tonel) en 26 pacientes. Ademas, se
identificaron HP:0000687 (dientes espaciados), HP:0002857 (genu valgo) y HP:0001288
(alteracién en la marcha) en 25 pacientes cada uno.

También se documentaron prognatismo y maloclusion en 24 pacientes, deformidad en
codos en 23, facies toscas y cifosis toracolumbar en 22, hipoplasia de esmalte en 20, y
macroglosia y escoliosis en 18 pacientes cada uno. Estos datos resaltan el predominio de
manifestaciones esqueléticas y craneofaciales en esta cohorte, subrayando Ia
heterogeneidad fenotipica observada (Figura 4).
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Figura 4. Hallazgos clinicos mds prevalentes en la poblacién estudiada.

La diversidad y frecuencia de las caracteristicas clinicas musculoesqueléticas observadas
en esta poblacidén coinciden con los fenotipos reportados previamente para MPS IVA,
especialmente en pacientes con fenotipos severos (101,109).

Las dificultades logisticas en la recoleccién de informacion clinica, como la dependencia
de registros en copias fisicas, reflejan una brecha en la implementacién de sistemas de
registro clinico en enfermedades raras, lo que podria limitar el acceso a informacién clave
para estudios longitudinales y analisis genotipo-fenotipo (102,115)

Evaluacion médica: otros hallazgos

Afectaciones respiratorias

En esta cohorte, se identificaron 10 pacientes con apnea del suefo, 8 con hipertrofia
tonsilary 3 con patron pulmonar restrictivo. Estos hallazgos son consistentes con estudios
previos que destacan las complicaciones pulmonares restrictivas como una de las
principales causas de morbimortalidad en estos pacientes, particularmente durante
procedimientos anestésicos (103,109). Sin embargo, la falta de un seguimiento adecuado
en nuestra poblacién va en contra de las recomendaciones internacionales, que sugieren
la realizacion de pruebas de funcion respiratoria a partir de los 5 afos (46). Cabe destacar
que la espirometria convencional suele ser dificil de realizar en estos pacientes debido a
las deformidades toracicas, la talla baja y la hepatomegalia. En este contexto, se
recomienda el uso de pruebas no invasivas que pueden facilitar el monitoreo tempranoy
reducir complicaciones respiratorias severas (116).
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Afectaciones cardiovasculares

En cuanto a las alteraciones cardiovasculares, la informacion obtenida fue limitada,
reflejando un seguimiento insuficiente en nuestra poblacion. Solo 6 pacientes contaban
con un ecocardiograma reciente, lo que restringe la capacidad de identificar y tratar
oportunamente las anomalias cardiacas. A partir de las historias clinicas, se detectaron 5
pacientes con afectacion no especificada de la valvula mitral, 4 con insuficiencia mitral, 3
con afectacion no especificada de la valvula tricispide, 2 con insuficiencia tricUspide, 2
con infiltracion de miocardio, 1 con cardiomiopatia hipertréfica, 1 con anomalia de la
valvula adrtica y 1 con estenosis aortica. Estos hallazgos son comparables con estudios
previos que reportan una alta prevalencia de insuficiencia valvular y otros defectos
cardiacos, como insuficiencia mitral (50%) e insuficiencia aortica (30%) en pacientes con
Morquio A (117). Estos datos subrayan la necesidad de un monitoreo cardiaco
sistematico, especialmente mediante ecocardiografia anual, para identificar y manejar
oportunamente estas complicaciones (103,109).

Pérdida auditiva

La pérdida auditiva es otra complicacion comun pero poco estudiada en pacientes con
MPS IVA. En este andlisis, solo 13 pacientes contaban con una audiometria reciente, de
los cuales 10 (77%) presentaron pérdida auditiva, lo que corresponde al 28.6% del total
de pacientes evaluados. Este hallazgo coincide con la literatura, que reporta una alta
prevalencia de pérdida auditiva en pacientes con Morquio A, atribuida principalmente a
la displasia 6sea y anomalias en la conduccién (115). Sin embargo, persiste una falta de
informacion sobre el tipo de sordera (conduccion, neurosensorial o mixta) y su evolucion
con el tratamiento, lo que limita la implementacion de estrategias adecuadas de
rehabilitacion auditiva (115) .

Intervenciones quiridrgicas

En cuanto a las intervenciones quirlrgicas, el 48.6% de los pacientes (17 de 35) reportaron
antecedentes quirdrgicos. Las cirugias mas frecuentes incluyeron: 11 cirugias de rodilla, 4
amigdalectomias, 3 adenoidectomias, 3 descompresiones medulares, 3 fijaciones
cervicales, 2 reparaciones de hernia, 2 cirugias de cadera, 1 osteotomia y 1 insercién de
tubos ventilatorios. Este perfil quirdrgico refleja la alta frecuencia de complicaciones
ortopédicas y respiratorias en esta poblacion.

Los resultados de la caracterizacion clinica realizada en este estudio destacan las
principales comorbilidades en los pacientes con fenotipos severos del sindrome de
Morquio A, subrayando la importancia de un enfoque multidisciplinario integral para su
manejo. Las complicaciones respiratorias y cardiovasculares emergen como las principales
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amenazas para la calidad de vida y la supervivencia, lo que resalta la urgencia de
implementar estrategias de monitoreo accesibles y adaptadas a las limitaciones de esta
poblacion.

Finalmente, las barreras de acceso a servicios especializados y al monitoreo adecuado
identificadas en esta cohorte, destacan la urgencia de implementar politicas de salud
publica que prioricen a los pacientes con enfermedades raras, promoviendo un manejo
equitativo y oportuno de los pacientes.

Caracterizacion molecular

Los 35 individuos fueron diagnosticados molecularmente mediante secuenciacién
Sanger, confirmando el diagnéstico clinico en el 100% de los casos (Tabla 3). La Figura 5
muestra la distribucién alélica observada en la cohorte de pacientes analizados.

m G301C
m R386C
m R94C
m Otras
Figura 5. Distribucion alélica de pacientes con MPS IVA
Tabla 3. Datos demogrdficos y moleculares de los pacientes con MPS IVA.
Codigo | Sexo | Fdad | Departamentode Alelo 1 Alelo 2
(ahos) nacimiento
MORO0O01 F 23 Valle del Cauca G301C S80L
MORO002 M 25 Valle del Cauca G301C R386C
MORO003 M 11 Valle del Cauca G301C G301C
MORO004 F 8 Valle del Cauca G301C 319+2
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MORO005 M 26 Valle del Cauca R386C R386C
MORO006 F 7 Valle del Cauca G301C F216Sfs*3
MORO007 F 8 Risaralda G301C G301C
MORO008 M 13 Valle del Cauca G301C R386C
MORO009 F 29 Valle del Cauca G301C 320-1
MORO010 M 12 Valle del Cauca G301C R386C
MORO11 F 13 Risaralda G301C G301C
MORO012 M 32 Risaralda W325* R94C
MORO013 F 46 Risaralda G301C G301C
MORO014 F 13 Meta G301C G301C
MORO15 F 40 Risaralda G301C W325*
MORO016 M 35 Caldas G301C G301C
MORO017 F 7 Risaralda G301C G301C
MORO018 F 25 Risaralda G301C G301C
MORO019 M 41 Valle del Cauca G301C G301C
MORO020 M 52 Risaralda G301C G333D
MORO021 M 37 Quindio G301C G301C
MORO022 F 39 Risaralda G301C R94C
MORO023 M 11 Risaralda G301C G301C
MOR024 M 27 Risaralda G301C R386C
MORO025 F 13 Caldas G301C G301C
MORO026 F 21 Valle del Cauca G301C R386C
MOR027 M 21 Antioquia G301C G301C
MORO028 F 14 Risaralda G301C R94C
MOR029 F 28 Caldas G301C G301C
MORO030 M 13 Risaralda G301C R386C
MORO031 M 6 Risaralda G301C G301C
MORO032 F 11 Risaralda G301C G301C
MORO033 M 8 Valle del Cauca G301C G301C
MORO034 F 18 Valle del Cauca R94C G333D
MORO035 F 16 Tolima G301C G301C

En la muestra de estudio, el alelo patogénico c.901G>T (p.G301C) mostré la mayor
frecuencia alélica, representando el 71% de los alelos evaluados (50 de 70), lo que indica
una elevada frecuencia en la poblaciéon afectada. Por su parte, el alelo c.1156C>T
(p-R386C) fue detectado en el 9% de los alelos (6 de 70), situandose como la segunda
variante patogénica mas comun. En tercer lugar, se ubicé la mutacion R94C con el 6% de
los alelos afectados.
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La mutacion p.G301C es una de las variantes mas prevalentes del gen GALNS,
especialmente en poblaciones latinoamericanas, destacando por su alta frecuencia en
Colombia. También ha sido identificada en otras poblaciones, como Brasil, México, Chile,
Portugal y Espafia. Desde el punto de vista clinico, esta variante se asocia con fenotipos
severos (clasicos) de MPS IVA, ya que su localizacion en el ndcleo hidrofébico de la enzima
compromete la estabilidad estructural, resultando en una marcada reduccion de la
actividad catalitica, la cual se correlaciona directamente con la severidad del fenotipo.

La mutacion p.R386C ha sido previamente reportada como patogénica y se asocia con
una pérdida completa de la funcién enzimatica de GALNS, caracteristica de los fenotipos
severos de MPS IVA. Esta variante ha sido ampliamente identificada en mudltiples
poblaciones, con mayor frecuencia en Espafia (16% de los alelos p.R386C) y América
Latina, incluyendo Brasil, México, Chile, Argentina y Colombia. Su distribucién en estas
regiones hispanoamericanas sugiere un posible origen compartido, mientras que su
presencia esporadica en paises como China, Italia y Turquia resalta la influencia de flujos
migratorios (96,98,107).

Por otro lado, la variante p.R94C, que se asocia con fenotipos severos de MPS IVA, ha sido
reportada principalmente en poblaciones del Medio Oriente, aunque también se ha
detectado, en menor proporcion, en poblaciones europeas, particularmente en lItalia y
Espafa, asi como en América Latina (107) La alta frecuencia de R94C en poblacion asiatica
sugiere un posible efecto fundador en esta region, mientras que su presencia en Europa
y América Latina podria estar vinculada a flujos migratorios histéricos o al mestizaje (118).

Otras variantes patogénicas se identificaron con una menor frecuencia, representando el
14% de los alelos evaluados. Entre ellas se encuentran las variantes intronicas ¢.320-1G>T
y ¢.319+2T>C; la variante tipo frameshift o de cambio en el marco de lectura p.F216Sfs3
(c.647_648delinsCCT); y las variantes tipo missense o de sustitucién de aminoéacidos
p.S80L, p.G333D y p.W325.

La variante intrénica ¢.320-1G>T (p.A107GfsX54) fue reportada por primera vez en un
paciente masculino de 13 afios, de origen chileno y con un fenotipo atenuado, aunque
no se detectd el segundo alelo patogénico en este paciente. Esta variante esta localizada
en el sitio aceptor del intrén 3, lo que provoca la omision del exon 3. Como resultado, se
produce un cambio en el marco de lectura que introduce un codén de parada prematuro
en la proteina (119).

La variante patogénica c.319+2T>C, recientemente descrita en una cohorte de pacientes
chilenos con fenotipos clasicos, se localiza en el sitio de empalme del exon 3y el intrén 3
del gen GALNS, afectando el sitio donante. Los analisis in silico, realizados en
investigaciones previas, predijeron el uso de un sitio de empalme alternativo en el intron
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3, lo que resultaria en la inclusion de 271 nucleétidos adicionales en el transcrito de ARN
y la introduccion de un codén de terminacién prematuro (p.A107Gfs*53), afectando asi la
funcionalidad de la proteina (98).

Sin embargo, en este estudio se amplificé por PCR el transcrito candnico del gen GALNS
en una paciente heterocigota compuesta para ¢.319+2T>C y p.G301C, con fenotipo
clasico. Contrario a lo esperado, nuestros resultados revelaron dos productos de
amplificacion: uno de tamafio normal y otro de menor tamafio, aproximadamente 70-80
nucleétidos mas corto que el de referencia, como se muestra en la Figura 6. Este transcrito
aberrante corresponde con un salto parcial del exdn 4, lo que llevaria a la inserciéon un
codon de parada prematuro y a la pérdida de funcién enzimatica (datos no publicados).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa transcrito candnico del gen GALNS.
En la electroforesis se observa: marcador de peso molecular, lineas 1-2: paciente, linea 3: control

Otra variante de interés es c.647_648delinsCCT (p.F216Sfs3), encontrada en una paciente
heterocigota compuesta para p.G301C, con fenotipo clasico, que no habia sido reportada
en la literatura. Esta variante provoca un cambio en el marco de lectura que genera un
codén de terminacidon prematuro, resultando una proteina truncada de solo 219
aminoacidos que carece del dominio catalitico funcional, lo cual se correlaciona con la
severidad del fenotipo clinico de la paciente (120). Esta variante se clasificd, de acuerdo
con las Normas y directrices para la interpretacion de variantes de secuencias del
Ajmerican College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)(121)-, como una variante
patogénica.

Por otro lado, la variante patogénica p.S80L ha sido reportada previamente en pacientes
con formas clasicas de MPS IVA en el Reino Unido y Colombia (122,123). Este cambio
altera la estructura y funcion del dominio N-terminal de la sulfatasa. Los estudios in silico
predicen un impacto deletéreo en la funcion de la enzima, lo cual es respaldado por datos
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experimentales que demuestran una actividad enzimatica reducida a menos del 10% en
comparacion con niveles normales, lo que respalda su clasificacion como patogénica
(100,123).

La variante patogénica p.G333D fue reportada por primera vez en dos hermanos
colombianos con fenotipos severos de la enfermedad (124). Esta variante provoca un
cambio altamente deletéreo, al sustituir una glicina neutra y flexible por un acido
aspartico mas grande y cargado negativamente, en el dominio catalitico de la enzima.
Este cambio altera las propiedades estructurales y de interaccién de la proteina,
impactando significativamente la actividad enzimatica (125).

La variante patogénica p.W325X ha sido previamente reportada en pacientes
colombianos y chinos con fenotipos severos de MPS IVA (126,127). Esta mutacidn
introduce un codén de parada prematuro en el aminoacido 325 de la proteina, lo que
produce una enzima truncada que carece del dominio catalitico. Esta alteracion provoca
una pérdida completa de la actividad enzimatica, lo cual se corresponde con el fenotipo
clinico de los pacientes reportados (126,127).

Finalmente, se identifico la variante p.L67M, clasificada como benigna, en un paciente
heterocigoto compuesto, en cis con la variante patogénica p.G301C. Este polimorfismo
ha sido reportado en estudios previos en pacientes con MPS IVA de los Paises Bajos e
Italia y también ha sido detectado en personas sanas, con una frecuencia alélica variable
entre poblaciones. En la poblacion europea, la frecuencia del alelo alternativo es baja
(0.15%), mientras que en algunas poblaciones africanas puede alcanzar hasta un 34%. La
amplia distribucidén de esta variante en individuos sanos refuerza su clasificacion como
benigna, sin impacto en el fenotipo clinico de los pacientes (122,128,129)
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CAPITULO II: Construccién de haplotipos del gen GALNS en pacientes
colombianos con MPS IV

2.1. METODOLOGIA

Construccion de haplotipos por secuenciacion de genoma completo
Secuenciacion del genoma completo

Aunque se disponia de datos de seis SNPs intragénicos previamente genotipificados, se
decidio realizar la secuenciacion de genoma completo (WGS) para obtener un panorama
mas detallado de la estructura haplotipica de los pacientes, permitiendo asi la
identificacion de variantes adicionales en desequilibrio de ligamiento. Para ello, se
seleccionaron las muestras de ADN de los pacientes que cumplieron los parametros de
calidad requeridos (pureza, concentracion y ausencia de fragmentacién) y se enviaron a
un laboratorio externo para su secuenciacion.

La WGS se realizo en la plataforma DNBSEQ-T7 (MGI Tech Co., Ltd., Shenzhen, China)
mediante la tecnologia paired-end de MGI, generando lecturas cortas de
aproximadamente 100 pb con una profundidad minima de 20X, suficiente para cubrir las
regiones génicas de interés.

Preprocesamiento de los datos de secuenciacion

Se llevd a cabo una evaluacién inicial de la calidad de los archivos FASTQ utilizando la
herramienta FASTQC (Babraham Bioinformatics), enfocandose en aspectos
fundamentales como la calidad por base, los puntajes de calidad general, el contenido de
GCy de nucledtidos, la distribucion de la longitud de las lecturas, el nivel de duplicacion,
la sobre-representacion de secuencias, asi como la presencia de nucleétidos ambiguos y
adaptadores (130). Para obtener una visualizacion integrada de los resultados
individuales, se empled la herramienta MultiQC (131).

Posteriormente, se realizd un proceso de filtrado utilizando la herramienta Fastp (132),
con parametros establecidos para una longitud minima de 70 nucleétidos, una calidad
promedio minima de 25, y un recorte de los primeros 7 nucleotidos de cada lectura. La
calidad de las lecturas filtradas fue reevaluada mediante FASTQC y los resultados
consolidados nuevamente con MultiQC para garantizar la calidad de los datos filtrados.

Alineamiento
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Las lecturas fueron alineadas de acuerdo con el genoma de referencia humano GRCh38,
(GCA_000001405.15_GRCh38_no_alt_analysis_set.fna) empleando el algoritmo BWA-
MEM (133). La calidad del alineamiento fue evaluada con Qualimap 2 (134), generando
métricas de alineacion y cobertura.

Llamado de variantes

Los archivos .bam generados tras el alineamiento fueron procesados empleando algunas
herramientas del paquete Picard (135). Inicialmente, las lecturas fueron ordenadas
mediante el comando SortSam y, después, se identificaron y eliminaron las lecturas
duplicadas utilizando MarkDuplicates. Finalmente, se afiadi6 la informacion de los grupos
de lecturas utilizando la funcion AddOrReplaceReadGroups.

La recalibracion de la calidad de las bases se realizd mediante el software GATK
(v4.6.0.0)(136), utilizando los modulos BaseRecalibrator y ApplyBQSR. Finalmente, se
utilizo el HaplotypeCaller para generar los archivos VCF con las variantes identificadas en
cada uno de los individuos. Utilizando la herramienta bcftools, se filtraron los archivos
para incluir exclusivamente los SNPs de todo el genoma. Para evaluar y visualizar la
calidad de los VCF resultantes, se emplearon las bibliotecas pandas y matplotlib.

Construccion de haplotipos

Para filtrar exclusivamente los SNPs del gen GALNS, se utilizd la herramienta BCFtools
(137), y se extrajeron las posiciones variantes en cada uno de los archivos VCF. Todos los
SNPs intragénicos identificados fueron organizados en un archivo FASTA que contenia
los genotipos de cada individuo.

El archivo FASTA fue cargado en DNA Sequence Polymorphism software (DnaSP v6) (138)
para la identificacion y reconstruccion de haplotipos.

Los haplotipos generados en DnaSP fueron exportados en un formato compatible con
GenePop para su posterior analisis. Se analizaron tres grupos de pacientes que se
definieron de acuerdo con el estado de portador de la variante G301C: (i) homocigotos
para la variante p.G301C, (ii) heterocigotos compuestos (portadores de la variante
p.G301C en combinacién con otra variante del gen GALNS), y (iii) un grupo de no
portadores de la variante.

Para el analisis de los haplotipos y la estructura genética de los pacientes, se utilizo el
software POPART (Population Analysis with Reticulate Trees). Las redes de haplotipos
fueron construidas con el test TSC (Tajima's Standardized Test), que evalla la variabilidad
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genética y la distribuciéon de las frecuencias alélicas para cada grupo. Esto permitio
determinar si existia algun patron de diferenciacién genética entre los grupos de
homocigotos, heterocigotos y no portadores.

Comparacion de haplotipos en poblaciones de referencia

Para la comparacion de haplotipos, se seleccionaron los genomas de 13 pacientes
homocigotos para la mutacién p.G301C. Como referencia, se utilizaron datos de
poblaciones latinas del proyecto 1000 Genomas, con 95 individuos CLM (Colombianos en
Medellin) y 64 MXL (Mexicanos en Los Angeles), para un total de 172 individuos.

Para las poblaciones africanas, se seleccionaron aleatoriamente 50 individuos de las
subpoblaciones YRI (Yoruba en Ibadan, Nigeria) y ESN (Esan en Nigeria), completando un
total de 100 individuos. De manera similar, se incluyeron 50 individuos de las
subpoblaciones asiaticas CDX (Chinos Dai en Xishuangbanna) y CHB (Chinos Han en
Beijing), sumando asi 100 individuos para Asia. Finalmente, se seleccionaron 50 individuos
de la subpoblacion CEU (Europeos del Centro de Utah) y 50 de la subpoblacion IBS
(Ibéricos en Espafa), completando 100 individuos para Europa.

Los analisis comparativos de haplotipos se realizaron de acuerdo con el protocolo
bioinformatico previamente descrito. Las redes de haplotipos se construyeron en PopArt,
utilizando el algoritmo de Minimum Spanning Network (MSN) que permite representar
las relaciones entre los haplotipos mediante una red de conexiones minimas. Para
simplificar la red y focalizarse en las relaciones filogenéticas mas directas, se establecio
un valor de epsilon de 1, restringiendo las conexiones a las mas cortas posibles. Este ajuste
facilitd la visualizacion de la red y la interpretacion de los patrones de agrupacion y
proximidad entre haplotipos.

Analisis estadisticos poblacionales

Se utilizé el programa DnaSP (138) para estimar las frecuencias haplotipicas en una
muestra que incluyé 15 genomas representativos de cada una de las poblaciones
ancestrales (MXL, CLM, YRI, ESN, CDX, CHB, IBS y CEU) y 13 genomas de pacientes
homocigotos para la variante p.G301C. DnaSP permitio la inferencia de haplotipos a partir
de los datos genotipicos, los cuales fueron utilizados en analisis posteriores.

Ademas, se evalu6 el desequilibrio de ligamiento (LD) en los haplotipos generados,

comparando los resultados obtenidos para el conjunto de datos completo (poblaciones
ancestrales) y para el conjunto restringido a los pacientes homocigotos.
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En el analisis de LD, se calcularon diferentes estadisticos para caracterizar la estructura
genética:

e ZnS (Kelly, 1997): para medir el promedio de correlacién de LD entre todas las
combinaciones de sitios polimorficos en la region del haplotipo de interés; valores
mas altos indicaron una mayor asociacion entre variantes.

e Za(Rozas et al., 2001): para evaluar la correlacién entre pares de sitios polimorficos
e identificar bloques de LD.

e 77 (Rozas et al,, 2001): para representar la medida acumulativa del LD en todo el
haplotipo; valores negativos sugirieron una falta de acumulacion de LD en la regién
analizada.

e Wall's By Wall's Q: para evaluar la probabilidad de recombinacion en la region del
haplotipo; valores altos indicaron una baja frecuencia de recombinacion.

Como parte del analisis, se calcularon regresiones lineales de LD (r?|D]|D)),
representando la disminucion de la correlacion entre variantes con la distancia genética
(X). En cada regresion, se evalud el intercepto inicial y la pendiente, ya que el intercepto
indica la fuerza del LD en sitios cercanos, mientras que la pendiente refleja la rapidez con
la que disminuye el LD con la distancia.

Posteriormente, los haplotipos faseados fueron sometidos a un analisis de la varianza
molecular (AMOVA) utilizando el software Arlequin v3.5.2 (139). Este analisis permitid
evaluar la estructura genética, particionando la varianza molecular tanto dentro como
entre los grupos y calculando los estadisticos F (FST, FSC y FCT).

Estimacion de la edad mutacional

Para estimar la edad aproximada de la mutacion G301C, se seleccionaron individuos
homocigotos para la variante objetivo a partir de un archivo gendémico faseado (VCF),
empleando el software EstiAge (140), que calcula el tiempo transcurrido desde la
aparicion de una mutacién en funcion de los haplotipos compartidos y las tasas de
recombinacion (141).

La regidon del haplotipo conservado fue delimitada identificando variantes flanqueantes
aguas arriba y aguas abajo del marcador objetivo, y su tamafio se calculé como la
distancia fisica entre las posiciones limite en megabases (Mb). Para estimar la edad
mutacional en afos, se utiliz6 un modelo basado en coalescencia segun el enfoque
descrito por Hudson et al. (142), empleando el tamafio del haplotipo conservado y una
tasa de recombinacion derivada de mapas genéticos de referencia, como HapMap (143).
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El nUmero de generaciones desde el ancestro comun mas reciente (MRCA) se convirtio a
ahos asumiendo una tasa generacional estandar de 25 afios por generacion, junto con
una tasa de recombinacién constante de 1x10° eventos por base por generacion.

Evaluacion de haplotipos reportados en GALNS

Dado que los estudios sobre efectos fundadores en la MPS IVA se han basado en la
identificacion de seis SNPs intragénicos en el gen GALNS (Tabla 4), se extrajo la
informacién de estas posiciones en los genomas de los pacientes para comparar los
haplotipos obtenidos con los previamente reportados a nivel internacional internacional
(144-147). En los casos donde no se disponia de datos gendmicos (9 pacientes), los SNPs
fueron evaluados mediante PCR en tiempo real (qPCR) utilizando sondas de tipo TagMan
para la genotipificacion.

Tabla 4. Lista de polimorfismos para haplotipos del gen GALNS

dbSNP Exon/Intron Posicion cDNA Genotipo
rs3784883 Intréon 5 621+134A/G GA Aa
rs1064315 Exon 7 763T/C CBTb
rs11076721 Intron 7 814-90A/T T:H A:h
rs2303269 Exon 11 1232G/T T:C Gic
rs2303271 Exon 13 1486A/G A:D G.d
rs11076715 Exon 14 1660A/G AE Ge

Para cada sitio polimérfico, se diseflaron dos cebadores y dos sondas para detectar los
alelos de interés. Las sondas dirigidas al alelo de referencia se marcaron en el extremo 5’
con el fluorocromo FAM, mientras que las sondas correspondientes al alelo alternativo se
marcaron con el fluorocromo JOE. Todas las sondas incluyeron un quencher BHQ-1 en su
extremo 3, y fueron sintetizadas por Macrogen (Macrogen Inc., Seul, Corea).

Las reacciones de genotipificacion se realizaron utilizando el reactivo TagMan™ Fast
Advanced Master Mix (Applied Biosystems) en un volumen final de 10 uL, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La amplificacion se llevé a cabo en un equipo 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones de
termociclado: 50°C por 2 minutos para la activacion de la uracil-N-glucosilasa (UNG),
seguido de 95°C por 20 segundos para la activacion enzimatica inicial. Posteriormente, se
realizaron 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 3 segundos y extension a
temperaturas que oscilaron entre 58°Cy 62°C, para cada par de cebadores. Los resultados
de genotipificaciéon se analizaron utilizando el software 7500 SDS v1.5.1, donde se
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determinaron los genotipos mediante la interpretacion de los umbrales de fluorescencia
para cada fluorocromo.

Comparacién con datos poblacionales

Para la comparacion de los haplotipos obtenidos en los pacientes con datos de
poblaciones ancestrales, se extrajeron las posiciones correspondientes a seis SNPs
intragénicos del gen GALNS de los datos disponibles en 1000 genomas. Estas posiciones
se obtuvieron a partir del archivo VCF que contenia los datos genotipicos ya faseados de
las siguientes poblaciones: CLM (n=95), MXL (n=64), IBS (n=107), CEU (n=99), CDX
(n=100), CHB (n=106), YRI (n=107) y ESN (n=107), para un total de 785 individuos.

2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Construccion de haplotipos por secuenciacion de genoma completo

De los 35 pacientes incluidos en el estudio, 9 no fueron procesados mediante
secuenciacion de genoma completo debido a que el ADN no cumplia con los criterios de
calidad establecidos. Se analizaron 26 genomas de individuos afectados, a partir de los
cuales se extrajeron Unicamente los SNPs para los analisis subsecuentes.

Preprocesamiento de los datos de secuenciacion

Los archivos individuales FASTQ fueron analizados inicialmente con la herramienta
FastQC para evaluar la calidad de las secuencias, y los resultados fueron compilados
utilizando MultiQC para facilitar la interpretacién global de las métricas. Los datos
muestran un bajo porcentaje de duplicados (8-12%), lo que sugiere una buena cobertura
de secuencias Unicas. Ademas, la mayoria de las secuencias presentan puntuaciones altas
en la escala de Phred (Figura 7), lo que indica una alta calidad en las lecturas. Sin embargo,
se observa una notable variabilidad en el nimero de secuencias por muestra (226.5-441.8
millones), lo cual representa una limitacion en términos de uniformidad de la profundidad
de cobertura entre las muestras.
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FastQC: Per Sequence Quality Scores
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Figura 7. Escala Phred por nimero de secuencias (MultiQC)
Alineamiento

El alineamiento de las lecturas se realizé utilizando el algoritmo BWA-MEM, obteniendo
un total de 15,522,391,434 lecturas mapeadas. La cobertura promedio de las muestras fue
de 17.93X, mientras que la cobertura fraccional del genoma (Figura 8) muestra que la
mayoria de las muestras presentan una alta fraccion del genoma cubierta de al menos
10X, un valor generalmente considerado adecuado para el analisis de variantes en
estudios gendmicos de alta precision. El contenido promedio de GC fue de 41.02%, lo
cual concuerda con los valores esperados en genomas humanos. En conjunto, estos
parametros respaldan la calidad de los datos.

Genome Fraction Coverage
Multi-sample BAM QC
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Figura 8. Cobertura fraccional de los genomas
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Llamado de variantes

Se realiz6 el llamado de variantes utilizando las herramientas de GATK, y posteriormente
se filtraron exclusivamente los SNPs de los cromosomas 1 al 22 mediante bcftools. Para
evaluar y visualizar la calidad de los VCF resultantes, se emplearon las bibliotecas pandas
y matplotlib, generando graficos de la profundidad promedio (DP) de las variantes, como
se muestra en la Figura 9.

El promedio general de DP en todas las muestras y cromosomas fue de 15X. El
cromosoma 15 present6 la mayor profundidad promedio, alcanzando 20X, seguido por
los cromosomas 20 y 21, con profundidades de 19Xy 17X, respectivamente. En contraste,
los cromosomas con menor DP fueron el cromosoma 8 (10X) y los cromosomas 6y 11,
(11X). Cabe destacar que para el cromosoma 16, donde se localiza el gen GALNS, la
profundidad promedio fue de 20X, lo cual resultdé favorable para la construccion de
haplotipos en este gen.

profundidad Promedio de Variantes por Muestra y Cromosoma
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Figura 9. Profundidad promedio de variantes por muestra y cromosoma
Construccion de haplotipos

Utilizando la herramienta DnaSP, se definieron tres grupos de acuerdo con el estado de
portador de la variante p.G301C: homocigotos, heterocigotos compuestos, y un tercer
grupo compuesto por pacientes que no portaban la variante (otros). Se obtuvieron 35
haplotipos, destacandose el haplotipo 5 que incluy6 18 secuencias (n=70). Los resultados
obtenidos demuestran que la mayoria de pacientes homocigotos para la variante G301C
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compartian el mismo haplotipo, como se muestra en la Figura 10. Esto sugiere un posible
efecto fundador en la poblacién homocigota, dado que el haplotipo predominante en
estos pacientes podria haber sido transmitido por un ancestro comun portador de la
variante. Ademas, los pacientes heterocigotos compuestos presentaron una mayor
diversidad de haplotipos, distribuidos a lo largo de la red, lo que podria indicar una mayor
variabilidad genética en este grupo.

Lsamae
@ Hormocigotos

@ Heterorigots

@ oros

’.‘

Figura 10. Red de haplotipos de pacientes con MPS IVa

Los analisis de diversidad genética en toda la cohorte demostraron una diversidad
nucleotidica de m = 0.000611918, indicando una baja variacion en el locus GALNS entre
los individuos estudiados. Se identificaron 227 sitios segregantes y 144 sitios informativos
para parsimonia, los cuales permiten evaluar las diferencias genéticas relevantes entre los
haplotipos. El valor de Tajima's D fue D = -1.70481, con un p-valor de 0.966131, lo cual
sugiere un exceso de variantes raras en la poblacidn y es consistente con un efecto
fundador.
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La distribucidn geografica de todos los haplotipos de la cohorte se muestra en la Figura
11. La presencia del haplotipo comun (Hap_19) en diversas localidades del eje cafetero,
coincide con el patrén de migracién y colonizacion antioquefa, un fenédmeno histérico
que comenzo6 a mediados del siglo XIX y continud hasta principios del siglo XX. Durante
este periodo, pobladores de Antioquia se desplazaron hacia el sur y suroeste del pais en
busca de nuevas tierras para el cultivo, especialmente de café, y mejores oportunidades
econdmicas (148). Esta migracion impulso el asentamiento en lo que hoy se conoce como
el Eje Cafetero, que abarca los departamentos de Caldas, Risaralda y Quindio, asi como el
norte del Valle del Cauca y parte de Tolima (149).
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Figura 11. Distribucion geogrdfica de haplotipos de pacientes colombianos con MPS IVA

Estos hallazgos sugieren que los colonos antioquefios llevaron consigo variantes
genéticas, como la mutacion p.G301C, a las regiones hacia donde migraron. La dispersion
de esta mutacion en diversas localidades del pais respalda la hipdtesis de un efecto
fundador, lo que explicaria su alta frecuencia en la poblacion colombiana actual,
especialmente en el Eje Cafetero y otras zonas influenciadas por la migracion antioquefa
(148).

Al realizar el analisis de haplotipos exclusivamente con los homocigotos para la variante
p.G301C, los resultados indicaron una diversidad adn menor, con una diversidad
nucleotidica de 1 = 3.02608e-05. En este grupo, solo se identificaron 17 sitios segregantes
y ningun sitio informativo para parsimonia, reflejando una notable homogeneidad
genética. Ademas, el valor de Tajima's D fue D = -2.48926, con un p-valor de 0.999632, lo
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cual refuerza la hipotesis de un efecto fundador, ya que indica una marcada reduccion en
la variabilidad genética, consistente con un origen comun de estos individuos. La red de
haplotipos homocigotos se muestra en la Figura 12.

. Homozygous

Figura 12. Red de haplotipos de pacientes homocigotos para G301C
Comparacion de haplotipos en poblaciones de referencia

La red de haplotipos en poblaciones latinoamericanas, que incluyé a 172 individuos y
generd un total de 328 haplotipos, destaca un haplotipo comuin que agrupa 16 alelos
provenientes de los pacientes homocigotos, como se ilustra en la Figura 13A (Para figura
ampliada ver ANEXO 4: REDES DE HAPLOTIPOS). Esta red muestra una estructura
densa y altamente interconectada entre los haplotipos de los individuos homocigotos
para la mutacidén p.G301C y las poblaciones de referencia latinas (CLM y MXL). Estos
hallazgos sugieren que la mutacién p.G301C se propag6 desde un ancestro comun, lo
cual respalda la hipotesis de un efecto fundador de esta variante en la poblacion
colombiana.

Figura 13. Redes de haplotipos en poblaciones ancestrales del gen GALNS

A. Red latinoamericana: haplotipos MOR (rojo), CLM (verde), MXL (morado). B. Red europea: haplotipos MOR (rojo), IBS
(verde), CEU (morado). C. Red asidtica: haplotipos MOR (rojo), CDX (verde), CHB (morado). D. Red africana: haplotipos
MOR (rojo), ESN (verde), YRI (morado).
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La red de haplotipos con las poblaciones europeas de referencia (IBS y CEU) muestra que
los individuos MOR se agrupan en proximidad a los haplotipos europeos, particularmente
a los del grupo IBS. Sin embargo, el haplotipo comun G301C presenta menor frecuencia
y una mayor dispersion en esta red en comparacion con la red latinoamericana. Esta
mayor diversidad haplotipica sugiere una relacion genética menos estrecha con el nodo
central, lo cual podria reflejar un flujo genético histérico. Por lo anterior, la variante G301C
podria haber llegado a Europa a través de migraciones recientes o compartidas y no como
una mutacion originaria de esta poblacion.

Finalmente, en las redes correspondientes a las poblaciones africanas y asiaticas, el
haplotipo comun G301C aparece de forma esporadica y sin formar un nodo dominante.
En ambas poblaciones se observa una amplia diversidad haplotipica, lo que sugiere que
la mutacion p.G301C no es comun en estas poblaciones ancestrales.

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipétesis de un probable origen latinoamericano
de la mutacion p.G301C, evidenciando un efecto fundador en la poblacion colombiana.
La estructura centralizada y la alta frecuencia del haplotipo comun en estas redes sugieren
la expansién de un ancestro compartido. En contraste, la dispersion y baja frecuencia de
p.G301C en las poblaciones de Europa, Africa y Asia apuntan a una introduccién reciente
desde América Latina (118,150)

Analisis estadisticos poblacionales

En el analisis global que incluy6 a todas las poblaciones ancestrales (CLM, MXL, MOR, IBS,
CEU, CDX, CHB, YRI y ESN), se observaron valores bajos de desequilibrio de ligamiento
(LD) globales, con un ZnS de 0.0222 y un Za de 0.0496, reflejando una correlacion
moderada entre variantes. Sin embargo, cuando se restringio el analisis a los haplotipos
de pacientes homocigotos para la variante G301C, los valores de LD fueron
significativamente mas altos, con un ZnS de 0.0755 y un Za de 0.0719 (Tabla 5.
Comparacion de estadisticos del desequilibrio de ligamiento para los haplotiposTabla 5).

Tabla 5. Comparacion de estadisticos del desequilibrio de ligamiento para los haplotipos

Estadistico Analisis global | Analisis homocigotos G301C
ZnS (Kelly, 1997) 0.0222 0.0755
Za (Rozas et al., 2001) 0.0496 0.0719
ZZ (Rozas et al., 2001) 0.0274 -0.0036
Wall's B 0.0020 0.0625
Wall's Q 0.0039 0.1176
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Regresidn r? (Intercepto) 0.0311 0.1050
Regresion r? (Pendiente) -0.0006 -0.0018

Los estadisticos de Wall (B y Q) también fueron notablemente mayores en los
homocigotos, indicando una ausencia significativa de recombinacion en esta poblacion.

En el anlisis global, el intercepto inicial de r* fue bajo (0.0311), indicando una correlacion
moderada entre variantes en sitios cercanos. La pendiente de -0.0006 refleja una
disminucién lenta del LD con la distancia, lo cual es tipico de poblaciones diversas con
mayor recombinacion histérica. Por el contrario, en los pacientes homocigotos, el
intercepto inicial fue mucho mas alto (0.1050), indicando un LD fuerte en sitios cercanos,
mientras que la pendiente de -0.0018 muestra una disminucién mas pronunciada,
sugiriendo bloques haplotipicos mas cortos.

Por otro lado, el estadistico ZZ fue negativo (-0.0036) en los homocigotos, a diferencia
del analisis global (0.0274), lo cual sugiere que no hay acumulacion significativa de
desequilibrio de ligamiento en toda la region, probablemente debido al bajo nUmero de
polimorfismos analizados en los homocigotos.

Estos hallazgos demuestran que los pacientes homocigotos para la variante p.G301C
presentan un bloque haplotipico altamente conservado y con un desequilibrio de
ligamiento mas fuerte que el observado en las poblaciones ancestrales. Este patron es
consistente con la presencia de un efecto fundador, un evento demografico en el cual un
cuello de botella poblacional reduce la diversidad genética y conserva bloques
haplotipicos en la poblacion derivada (66,67).

En cuanto al AMOVA, los andlisis se realizaron considerando cinco grupos poblacionales:
un grupo conformado exclusivamente por los pacientes homocigotos para G301C, un
segundo grupo que incluy6 las dos poblaciones latinas (CLM y MXL), un tercer grupo con
poblaciones asiaticas (CDX y CHB), un cuarto grupo con poblaciones europeas (CEU e IBS)
y un quinto grupo con poblaciones africanas (YRl y ESN). Los resultados de estos analisis
se resumen en la Tabla 6.

Este analisis revel6 que la mayor parte de la variacion genética se encuentra dentro de las
poblaciones individuales, representando el 87.89% de la variacion total, con un
componente de varianza de 32.15175 (P < 0.00001), lo que indica que las diferencias
genéticas dentro de las poblaciones son significativas y predominantes. En contraste, solo
el 11.82% de la variacion genética total puede explicarse por diferencias entre los grupos
principales definidos (Va = 4.32314), un resultado estadisticamente significativo (P =

53



0.00391 £ 0.00185), lo que evidencia una diferenciacién moderada entre los grupos (FCT
=0.11818).

Por otro lado, las diferencias genéticas entre las poblaciones dentro de cada grupo fueron
minimas, explicando solo el 0.29% de la variacién total, con un componente de varianza
de 0.10644 (P = 0.43988 + 0.01680), lo que refleja una alta similitud genética entre
poblaciones que comparten un mismo grupo.

Tabla 6. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y pruebas de significancia

s Componentes de | Porcentaje de | indice de . Pr.u‘e bas d y
Fuente de variacion |d.f* . . v .. Significancia (P-
varianza variacion Fijacion valor)
FCT:
Entre grupos (Va) 4 4,3231 11,82% 0.00391 + 0.00185
0,11818
Entre poblaciones o FSC:
+
dentro de grupos (Vb) 4 0,1064 0,29% 0,00330 0.43988 + 0.01680
Dentro de las o FST:
poblaciones (V) 255 32,1518 87,89% 0,12109 0.00000 + 0.00000
Total 263 36,5813 100% - -

*d.f. grados de libertad

Los resultados del AMOVA respaldan la idea de que el grupo portador de la mutacién
p.G301C presenta una diferenciacion genética significativa respecto a las demas
poblaciones, explicando el 11.82% de la variacion genética total entre los grupos. Este
porcentaje relativamente alto indica que la cohorte homocigota para G301C esta
genéticamente diferenciada de los otros grupos principales (latino, asiatico, europeo y
africano), lo que es consistente con un evento fundador que habria aislado genéticamente
a estos individuos y fijado la mutacidn dentro de esta poblacion especifica.

Pese a lo anterior, la mayor parte de la variacion genética total (87.89%) se encuentra
dentro de las poblaciones. Esto sugiere que, aunque los individuos homocigotos para
G301C estan claramente diferenciados de otros grupos, en las demas poblaciones, la
diversidad genética es mayor, lo que contribuye significativamente a este valor elevado.

Finalmente, la baja diferenciacion genética entre poblaciones dentro de los grupos
(0.29%) indica que estas subpoblaciones comparten una alta similitud genética y no han
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experimentado eventos de diferenciacion genética drasticos, lo cual es comprensible, ya
que los grupos estaban conformados por subpoblaciones del mismo continente.

En conjunto, estos resultados reafirman la hipétesis del efecto fundador, ya que los
pacientes homocigotos para G301C presentan una diferenciacion genética significativa
respecto a las demas poblaciones ancestrales, como lo indica el porcentaje elevado de
variacion entre grupos y el LD fuerte observado en estos pacientes.

Este patrén es comparable a otras enfermedades raras asociadas a eventos fundadores,
como las enfermedades de almacenamiento de lipidos en los judios Ashkenazi (151), el
sindrome de leiomiomatosis hereditaria y cancer de células renales en Alicante, Espafa
(75), y la trombocitemia hereditaria en italianos (152). En estos casos, el rastreo del origen
poblacional de las variantes genéticas permitié identificar los eventos historicos
responsables de su fijacion, asi como entender cdbmo estos procesos contribuyeron a su
prevalencia en las poblaciones actuales. De manera similar, los hallazgos en los pacientes
homocigotos para G301C no solo enriquecen nuestra comprensién de las bases genéticas
de esta variante, sino que también proporcionan un marco para desarrollar estrategias
diagnosticas y terapéuticas mas precisas, orientadas a mitigar su impacto en las
poblaciones afectadas (79,86).

Estimacion de la edad mutacional

La edad mutacional de la variante p.G301C se determiné utilizando el software EstiAge,
empleando como entrada un archivo VCF faseado que contenia exclusivamente los datos
genotipicos de los individuos homocigotos para esta variante (n=13).

Se identificd un haplotipo conservado en los 13 individuos homocigotos, compuesto por
11 variantes aguas arriba y 2 variantes aguas abajo del marcador objetivo (posicion
16:88832099). Este haplotipo definio una regidon gendmica flanqueada entre las
posiciones 16:21187396 y 16:90093348, abarcando un total de aproximadamente 68.9
Mb.

La estimacion de la edad mutacional se fundamenté en el calculo del nimero de
generaciones transcurridas desde el ancestro comun mas reciente (MRCA, por sus siglas
en inglés), siguiendo el enfoque descrito por Hudson et al. (142) Este método se aplico
considerando el tamafo del haplotipo conservado y una tasa de recombinacién de 1.12
cM/Mb, derivada de los datos de recombinacién proporcionados por el proyecto HapMap
(143). El analisis arrojo un estimado de 61.41 generaciones, y para convertir este dato a
ahos, se asumid una tasa de 25 afios por generacién y una tasa de recombinacién de
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1x10® eventos por base por generacion, resultando en una edad aproximada de 1535
anos.

En términos cronoldgicos, esta mutacion habria surgido alrededor del afio 489 d.C,
ubicandola en el contexto historico colombiano dentro del periodo prehispanico, anterior
al inicio de la colonizacion espafiola en el siglo XVI, lo cual sugiere que la mutacion
p.G301C probablemente se origind y se mantuvo en poblaciones indigenas colombianas
(153).

Este hallazgo es consistente con registros arqueoldgicos, como las evidencias de
condiciones genéticas representadas en las ceramicas de la cultura Tumaco-Tolita, donde
se observan caracteristicas fisicas especificas, como macrocefalia, cifoescoliosis y térax en
forma de campana, que podrian corresponder a enfermedades genéticas como el
sindrome de Morquio A. Ademas, el estatus jerarquico sugerido por los adornos presentes
en las figuras indica un posible reconocimiento social hacia individuos con estas
condiciones, lo que podria haber contribuido a la preservacién y transmision de la
mutacion (153).

Evaluacion de haplotipos reportados en GALNS

Se evaluaron seis polimorfismos reportados previamente en la literatura, 26 pacientes fue
obtenida la informacién por filtrado del VCF del genoma completo y 9 pacientes fueron
obtenidos por genotipficacion por qPCR a través de sondas tipo TagMan. Los haplotipos
obtenidos se describen en la Tabla 7.

Tabla 7. Haplotipos por SNPs intragénicos en GALNS

Cadigo Haplotipo 1 Haplotipo 2 Mutacion 1 Mutacion 2
MOR-001 ABHcde ABHcde G301C S80L
MOR-002 ABHcde abhcDe G301C R386C
MOR-003 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-004 ABHcde ABHcde G301C 319+2
MOR-005 ABhcDe abhcDe R386C R386C
MOR-006 ABHcde abhcDE G301C F216Sfs*3
MOR-007 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-008 ABHcde ABhcDe G301C R386C
MOR-009 ABHcde ABHcdE G301C 320-1
MOR-010 ABHcde abhcDE G301C R386C
MOR-011 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-012 ABHcde ABHcde W325* R94C
MOR-013 ABHcde ABHcde G301C G301C
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MOR-014 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-015 ABHcde ABHcde G301C W325*
MOR-016 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-017 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-018 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-019 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-020 ABHcde ABhcDe G301C G333D
MOR-021 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-022 ABHcde ABhcdE G301C R94C
MOR-023 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-024 ABHcde abhcDe G301C R386C
MOR-025 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-026 ABHcde abhcDe G301C R386C
MOR-027 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-028 ABHcde ABhcdE G301C R94C
MOR-029 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-030 ABHcdE ABHcdE G301C R386C
MOR-031 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-032 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-033 ABHcde ABHcde G301C G301C
MOR-034 ABHcde ABhcDe R94C G333D
MOR-035 ABHcde ABHcde G301C G301C

En la poblacién estudiada, el haplotipo mas frecuente asociado a la mutacion G301C fue
ABHcde, encontrado en 31 de los 35 individuos evaluados (88.6%). Este haplotipo
predominé tanto en individuos homocigotos para G301C (54.3%) como en heterocigotos
compuestos (34.3%). Otros haplotipos identificados incluyen ABhcDe y abhcDe,
observados en heterocigotos compuestos con frecuencias del 29% y 5.7%,
respectivamente. De igual forma, el haplotipo ABhcdE estuvo presente en el 5.7% de los
individuos, asociado exclusivamente a combinaciones heterocigotas con otras
mutaciones patogénicas como R94C. En cuanto a los en individuos con mutaciones
distintas a G301C, se identificaron haplotipos menos frecuentes como ABHcdE, observado
en un individuo portador de la mutacién L67M.

Al comparar estos hallazgos con datos de otras poblaciones, se observan diferencias
notables en los patrones haplotipicos. Por ejemplo, en Brasil, Bochernitsan et al.
reportaron el haplotipo abHcDe como el mas frecuente en pacientes homocigotos para
G301C (96). En contraste, en nuestro estudio, ABHcde fue el haplotipo predominante,
presente no solo en homocigotos para G301C sino también en heterocigotos compuestos
para esta variante.
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Por otra parte, en un estudio realizado en Tunez se encontro que el haplotipo mas comudn
en individuos control era abhcDE, mientras que en pacientes homocigotos para la
mutacion ¢.120+1G>A, el haplotipo exclusivo identificado fue ABHcde (95).

Estos datos sugieren que la construccion de haplotipos intragénicos en el gen GALNS,
basada en los seis SNPs reportados en la literatura, puede no ser del todo adecuada para
evaluar las asociaciones especificas entre haplotipos y mutaciones, ya que el haplotipo
ABHcde, previamente asociado a la mutacion c.120+1G>A, también resultd ser el mas
frecuente en nuestra cohorte de pacientes con G301C.

Comparacién con datos poblacionales

Con el fin de validar los resultados, se evaluaron los haplotipos de 8 poblaciones
ancestrales, disponibles en 1000 genomas: europeos (IBS y CEU), asiaticos (CDX y CHB),
africanos (YRI y ESN) y latinoamericanos (MXL y CLM). El haplotipo ABHcde fue el mas
frecuente (47%), con predominio en europeos, africanos y americanos, mientras que
abhcDE (23%) fue mas comun en asiaticos (Figura 14). Estos hallazgos son consistentes
con los reportados por Rezvi et al.,, quienes, al analizar poblaciones japonesas y caucasicas,
identificaron patrones similares en la distribucion de los haplotipos de personas sanas
(154)
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Figura 14. Distribucion de haplotipos mds frecuentes del gen GALNS
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En las poblaciones latinoamericanas después de los haplotipos ABHcde y abhcDE, se
encontro el haplotipo ABhCDe (7%) que se encontrd con una frecuencia similar en
poblacién africana y en baja frecuencia en poblaciones europeas y asiaticas.

Sorprendentemente, los haplotipos reportados por Bochernitsan et al. en individuos
sanos de Brasil no se identificaron en las poblaciones analizadas (96), lo que plantea
interrogantes sobre la exactitud de los datos publicados. Una posible explicacién radica
en un error de interpretacion en la codificacion del SNP rs3784883, que representa el
genotipo A/a. Segun nuestros criterios, este SNP deberia ser asignado como G:A/A:a,
mientras que la publicacion brasilefia lo codifica incorrectamente como G:a;A'A.

Asimismo, se detecta una discrepancia en la identificacién del SNP intrénico rs11076715,
que corresponde al genotipo E/e, ya que el estudio brasilefio lo asocia errbneamente con
el rs749979032. Estas inconsistencias metodoldgicas llevaron a excluir dicha publicacién
del analisis de haplotipos en pacientes con MPS IVA. Este caso resalta la importancia de
una asignacion precisa y estandarizada de los genotipos, sugiriéndose que los nucledtidos
sean representados mediante nucleotidos para evitar confusiones y garantizar la
reproducibilidad de los estudios genéticos.

Finalmente, la construccion de haplotipos intragénicos basada en los seis SNPs
reportados previamente en la literatura revelé un haplotipo predominante en los
portadores de la mutacién G301C. No obstante, la alta frecuencia de este haplotipo en
diversas poblaciones de individuos sanos pone en duda la utilidad de estos marcadores
para caracterizar las asociaciones haplotipicas. La comparacion con datos de 1000
Genomas destaco la importancia de implementar enfoques metodolégicos mas robustos
y estandarizados para mejorar la precisién y reproducibilidad de los estudios en genética
poblacional.
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CAPITULO IlI: ancestria genética global y local de individuos colombianos con
MPS IVA

3.1. METODOLOGIA

Analisis de ancestria global
Preparacion de los datos

Se utilizé el mismo protocolo bioinformatico descrito previamente, desde el pre-
procesamiento de los datos (archivos FASTQ) hasta el llamado de variantes. Para este
ultimo paso, se utilizé la funcion HaplotypeCaller en modo GVCF, llamando variantes por
muestra y generando archivos GVCF intermedios conforme a las recomendaciones del
protocolo Germline Short Variant Discovery (SNPs + Indels) de GATK. Posteriormente, los
archivos GVCF se consolidaron mediante GenomicsDBImport, y se realizd la
genotipificacion conjunta utilizando GenotypeGVCFs. Finalmente, se utilizo la funcién
SelectVariants de GATK para seleccionar los SNPs con una profundidad mayor a 10X,
generando el conjunto de datos de los pacientes.

Para construir el conjunto de datos de la poblacidén control, se obtuvieron los datos de
los SNPs de todos los autosomas (cromosomas 1 al 22) disponibles en el proyecto 1000
Genomas. Después, se filtraron Unicamente los individuos correspondientes a seis
poblaciones: Yoruba en Ibadan, Nigeria (YRI); Esan en Nigeria (ESN); Ibéricos en Espafa
(IBS); residentes de Utah con ascendencia europea occidental (CEU); Chinos Han en
Beijing, China (CHB); Colombianos en Medellin (CLM); y Mexicanos en Los Angeles,
California (MXL).

A partir de los conjuntos de datos generados para pacientes y controles, se empled
bcftools para filtrar y extraer los sitios polimorficos en cada grupo. Posteriormente, se
realizd una interseccion de variantes utilizando la funcion bcftools comm, lo cual permitio
identificar y extraer los SNPs presentes en ambos conjuntos de datos. Finalmente, los
archivos resultantes de estas operaciones fueron combinados mediante bcftools merge,
consolidando en un solo archivo los SNPs comunes para el analisis comparativo.

Control de calidad de los datos

Para asegurar la integridad de los datos, se realizdé un control de calidad utilizando la
herramienta PLINK (155). Inicialmente, se aplicaron filtros de calidad para eliminar SNPs
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con tasas elevadas de genotipos faltantes, garantizando asi la fiabilidad de los datos
genéticos. Ademas, se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para verificar
la distribucion de las poblaciones analizadas. Este enfoque permitié confirmar la
consistencia de las muestras en cada poblacién, asegurando su idoneidad para los analisis
posteriores.

Estadisticos F

Utilizando el software FrAnTK (156), se realizaron analisis de los estadisticos F (F3, D y F4-
ratio) con el fin de evaluar las diferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones,
empleandolos como control de calidad adicional y para identificar patrones de ancestria
compartida y posibles eventos de mezcla genética.

Estimacion de la ancestria genética global

Para estimar la ancestria global de las poblaciones, se utilizé el software ADMIXTURE
(157), el cual implementa un modelo de mezcla genética basado en componentes
ancestrales. Se ejecutaron analisis de ancestria con diferentes valores de K, representando
posibles grupos ancestrales, para determinar la mejor estructura poblacional.
Posteriormente, se seleccioné el valor de K éptimo utilizando el criterio de validacién
cruzada, permitiendo identificar las proporciones de ancestria de cada individuo en los
distintos componentes ancestrales definidos.

Haplogrupos mitocondriales

Para el andlisis de haplotipos mitocondriales, se filtraron los SNPs del cromosoma
mitocondrial (chrM) con una profundidad superior a 30X, garantizando la calidad y la
confiabilidad de las variantes incluidas. Se utilizd Haplogrep 3, una herramienta disefiada
para clasificar secuencias mitocondriales segun la base de datos de referencia Phylotree
(158). Las secuencias mitocondriales de cada paciente fueron cargadas en formato VCF y
analizadas mediante la plataforma online https://haplogrep.i-med.ac.at/, permitiendo la
asignacion de haplogrupos para cada individuo.

Analisis de ancestria local

Para llevar a cabo el analisis de ancestria local del cromosoma 16, se utilizo el software
Beagle (159) para fasear los genotipos, lo que permitio mejorar la precision en la
asignacion de segmentos ancestrales a lo largo del cromosoma. Este proceso se realizo
empleando el mapa de recombinacion correspondiente al cromosoma 16 en la referencia
GRCh38.
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Los analisis se realizaron teniendo en cuenta dos modelos de entrenamiento para el
programa Gnomix 5.4 (160). En el primer modelo, se emplearon tres poblaciones
ancestrales (Asia, Europa y Africa) para el entrenamiento, mientras que en el segundo
modelo se incluyé una cuarta poblacidon ancestral, que integro datos de las poblaciones
latinoamericanas (CLM y MXL) para capturar de manera mas precisa la diversidad genética
de los pacientes.

Los resultados de ambos analisis fueron visualizados con karyoploteR, lo que permitié
una representacion grafica de las asignaciones de ancestria a lo largo del cromosoma 16.

62



3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de ancestria global

Las bases de datos correspondientes a los 26 pacientes y 776 individuos de las
poblaciones de referencia (CLM, MXL, CEU, IBS, YRI, ESN, CHB y CDX) fueron generadas
de acuerdo con la metodologia previamente descrita. Tras el proceso de consolidacion y
filtrado de variantes, se obtuvo el conjunto de SNPs compartidos por ambos grupos.

Control de calidad de los datos

Para evaluar la calidad de los datos obtenidos, se llevo a cabo un analisis de componentes
principales (PCA) utilizando PLINK, con el objetivo de examinar los patrones de
agrupamiento de los individuos en comparacion con poblaciones de referencia. Para este
analisis, se incluyeron un total de 802 individuos de diferentes poblaciones: asiaticas (100
CDX y 106 CHB), europeas (107 IBS y 99 CEU), africanas (100 ESN y 107 YRI),
latinoamericanas (95 CLM y 64 MXL), asi como 26 pacientes con Morquio A (MOR).

En el primer analisis, se incluyeron 10,151,999 variantes (Figura 15, PCA preliminar). Se
observé que los individuos MOR se encontraban fuera de las agrupaciones
correspondientes a las poblaciones de referencia, por lo que se realizé un filtrado de
calidad, usando PLINK, para excluir las variantes con una tasa de genotipado inferior al
10%. Este paso redujo el conjunto de datos a 4,581,755 variantes.

Finalmente, se realizé un segundo PCA para evaluar la consistencia de los datos después
del filtrado (Figura 15, PCA final). En este segundo analisis, la muestra MOROO5 se sostuvo
como un outlier en relacion con el resto de los individuos MOR, por lo que se decidio
excluirla del conjunto de datos para los analisis posteriores, para garantizar la
homogeneidad de los datos.
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Figura 15. Andlisis de componentes principales (PCA)
Estadisticos F
F3

Para este analisis se utilizaron varias combinaciones de tres poblaciones ("h1", "h2" y
"target"), teniendo en cuenta que F3 representa una medida de cercania genética entre
las poblaciones h1 y h2 con respecto a una poblacion fija externa a ambas (outgrup o
target). Los valores mas altos de F3 representaron mas cercania genética entre las
poblaciones h1y h2.

Para h1 = MOR (pacientes) y target = IBS (Ibéricos), los valores de F3 mostraron un
maximo en poblaciones asiaticas (CHB y CDX), seguidas de los mexicanos (MXL) y las
poblaciones africanas (YRI y ESN). La poblacion colombiana (CLM) presenté un valor de
F3 mas bajo, lo que indicé que los individuos MOR estan mas distantes genéticamente
de los CLM que de otras poblaciones no europeas. Este hallazgo resalta que, en términos
de ancestria europea, los pacientes MOR presentan una mayor distancia genética con
respecto a los europeos IBS en comparacién con la cohorte CLM (Figura 16).
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Figura 16. Valores del estadistico F3 para h1=MOR y target=IBS

Para h1 = MXL y target = IBS, los valores de F3 muestran un maximo en las poblaciones
asiaticas, seguidas por los MOR vy, finalmente, por las poblaciones africanas y la
colombiana, las cuales presentan valores de F3 muy similares entre si. Estos resultados
indican que los pacientes MOR tienen una menor distancia genética con los mexicanos
que con los colombianos, lo que podria reflejar la influencia de un componente ancestral
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no incluido explicitamente en este analisis, probablemente relacionado con un origen
amerindio compartido entre MXL y MOR. Esto refuerza la idea de una conexién historica
entre las poblaciones indigenas que pudo haber influido en la composicion genética de
estas poblaciones (Figura 17).

Valores de {3 para (MXL, h2; IBS)
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Figura 17. Valores del estadistico F3 para h1=MXL y target=IBS

D

Para este analisis se utilizaron varias combinaciones de cuatro poblaciones "h1", "h2", "h3"
y "h4"), teniendo en cuenta que D se puede utilizar como una prueba de mezcla entre
poblaciones, dando informacién tanto sobre la presencia como la direccionalidad de
dicha mezcla. Valores significativamente positivos indicaron una posible cercania genética
entre las poblaciones h1y h3 o h2 y h4, mientras que valores significativamente negativos
indicaron cercania genética entre las poblaciones h1 y h4 o h2 y h3. El corte para la
significancia estadistica (Z) fue un valor absoluto de 3.

El estadistico D para la combinacién (MOR, IBS; h3, YRI), reflejo sefiales de mezcla genética
diferencial entre las poblaciones h3 y las referencias (Figura 18). Los valores
significativamente negativos (Z < -3) observados en CEU y CLM indican una mayor
proximidad genética entre las poblaciones ibéricas y estas poblaciones, sugiriendo una
influencia compartida posiblemente de origen europeo. Por otro lado, las poblaciones
asiaticas (CHB y CDX) y mexicana (MXL) presentaron valores positivos significativos (Z >
3), lo que implica una mayor cercania genética entre la poblacién de pacientes MOR y
estas poblaciones. Estos resultados resaltan que la relacion entre MOR y las poblaciones
mexicanas podria estar mediada por contribuciones ancestrales compartidas,
posiblemente asociadas a un componente indigena.
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Resultados de estadistico D de
(MOR, IBS; h3, YRI)
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Figura 18. Estadistico D para h1=MOR; h2=IBS y h4=YRI

Para la combinacion MOR, YRI; h3, CHB, la poblacién ESN mostro un valor de D altamente
negativo y significativo (Z = -111.82), indicando una fuerte proximidad genética con YR,
como era de esperarse debido a sus origenes africanos compartidos y nos permite
confirmar la calidad de los datos. Por otro lado, IBS tuvo un valor de D positivo, pero no
significativo (Z = 1.4), lo que confirma la menor cercania genética entre MOR e IBS. Las
poblaciones americanas, CLM y MXL, mostraron valores positivos y significativos,
indicando mezcla genética, siendo particularmente fuerte entre MOR y MXL, confirmando
el componente ancestral compartido entre estas poblaciones (Figura 19).
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Figura 19. Estadistico D para h1=MOR; h2=YRI y h4=CHB
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F4-ratio

El analisis con el estadistico F4-ratio permitidé estimar la proporcion de ancestria (o)
contribuida por una poblacion de referencia (h2) a la poblacion de interés (x). En este
caso, se evaluaron cinco poblaciones: h1, h2, h3, h4, y x, donde la arquitectura del
estadistico aisla el valor de o, representando la contribucién de ancestria de h2 a x. Los
resultados estadisticamente significativos (Z > 3) se resumen en la Tabla 8, mostrando
contribuciones variables entre las poblaciones analizadas.

Tabla 8. Valores de F4-ratio con significancia estadistica

Contribucion de ancestria
h1 h2 h3 h4 X o h2 Z-score
ax
CEU | IBS | CHB | YRI | MXL | 0,46 46% 45,13
CEU | IBS | CHB | YRI | MOR | 0,19 19% 6,33
CEU | IBS | CHB | YRI | CLM | 0,46 46% 46,83
MXL | CLM | YRI | CHB | MOR | 0,92 92% 29,20
CDX | CHB | IBS | YRI | MXL | 0,29 29% 49,44
CDX | CHB | IBS | YRI | MOR | 0,10 10% 8,01
CDX | CHB | IBS | YRI | CLM | 0,07 7% 15,73

Los valores de a mas altos se observaron para la combinacion MXL, CLM, YRI, CHB, MOR
(o =10,92; Z = 29,20), indicando que un 92% de la ancestria de la poblacion MOR proviene
de la poblacion colombiana, lo que era de esperarse por el origen geografico de los
pacientes. En contraste, la contribucion de ancestria asiatica a la cohorte MOR, asi como
a la poblacion colombiana fue significativamente menor, comparado con la contribucién
a la poblacion mexicana donde alcanza el 29%, lo que refleja probables flujos génicos
historicos, como la interaccion de México con poblaciones asiaticas en el contexto del
comercio transpacifico (161).

En las combinaciones donde las poblaciones ibéricas (IBS) actuaron como h2, los
resultados mostraron contribuciones importantes de ancestria europea a las poblaciones
latinoamericanas. Por ejemplo, en CLM y MXL, se observd que aproximadamente el 46%
de su ancestria proviene de esta fuente, lo cual es consistente con la colonizacién europea
de América Latina y el consiguiente flujo génico (149). En el caso de los pacientes MOR,
la contribucion europea fue menor, reflejando una influencia genética mas limitada en
comparacion con CLM y MXL, lo que sugiere una mayor proporciéon de componentes
ancestrales, probablemente amerindios en esta poblacion.

Finalmente, si cuando se analiza Unicamente la cohorte de pacientes, se asume que el
92% de la ancestria, utilizando este estadistico, fue asignado a la poblacién colombiana.
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Sin embargo, dado que la poblacion colombiana es, a su vez, una mezcla de componentes
genéticos europeos, amerindios y africanos, este resultado no permite establecer las
proporciones especificas de cada componente ancestral. Esto pone en manifiesto la
capacidad limitada del estadistico F4-ratio para discriminar entre las contribuciones
genéticas internas de una poblacion mezclada como Colombia, y subraya la necesidad de
herramientas adicionales para evaluar con mayor precision la estructura genética de
poblaciones complejas (161,162).

Estimacion de la ancestria genética global

El analisis de ancestria global utilizando el software ADMIXTURE permitié inferir la
estructura poblacional basada en componentes ancestrales hipotéticos.

Se evaluaron multiples valores de K (nUmero de grupos ancestrales) con el propdsito de
identificar el modelo que mejor representara la estructura genética de las poblaciones
analizadas. El valor 6ptimo de K se seleccioné utilizando el criterio de validacién cruzada,
basado en la minimizacion del error (CV error o Cross-Validation Error). Este anélisis indico
que K=4 era el modelo mas adecuado, ya que present6 el menor CV error (Figura 20).
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Figura 20. Valores de error de CV para diferentes K

Como parte del analisis de estructura genética, se graficaron las proporciones de los
componentes ancestrales para cada valor de K, con el objetivo de evaluar la composicién
genética y su correspondencia con las poblaciones ancestrales. Para K=2, los resultados
revelan Unicamente dos clusteres principales que no reflejan con precision la complejidad
de las poblaciones ancestrales, agrupando a las poblaciones en grandes bloques sin una
diferenciacion clara entre las contribuciones africanas, europeas y asiaticas (Figura 21.).
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Figura 21. Proporciones de Admixture para K=2

Al aumentar K=3, emerge un tercer componente ancestral predominante en las
poblaciones europeas (CEU, IBS), mientras que las poblaciones latinoamericanas (CLM,
MXL, MOR) presentan una mezcla variable de los tres componentes identificados. Este
patron es consistente con el origen tricontinental caracteristico de las poblaciones
latinoamericanas, pero no logra capturar la contribuciéon especifica de la ancestria
amerindia, que queda subrepresentada entre los componentes modelados (Figura 22.).

Proporciones de ADMIXTURE
ADMIXTURE K = 3

o MH
0.75
50

i8S
Poblaciones

Componentes
de Ancestria

Cluster_1
Cluster_2

Cluster_3

Proporcion

Figura 22. Proporciones de Admixture para K=3

Para K=4, se evidencia una mejor resolucién de la estructura genética. Se distinguen
claramente los tres componentes ancestrales principales (africano, europeo y asiatico),
junto con un cuarto clister que aparece predominantemente en las poblaciones
latinoamericanas, especialmente en MXL y MOR. Este cuarto clister probablemente
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corresponde a la ancestria amerindia, reflejando la contribucion de poblaciones indigenas
locales. Este hallazgo es especialmente relevante en las muestras MOR, donde se observa
una proporcion significativa de este componente, diferenciandolas de las CLM, que
muestran una contribucién menor del mismo. Sin embargo, este cuarto clister no puede
asignarse con precision a un origen amerindio especifico, ya que el modelo no incluyo
datos de poblaciones indigenas como referencia, limitando la capacidad de identificar
especificamente esta contribucion (Figura 23.).
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Figura 23. Proporciones de Admixture para K=4

Finalmente, al considerar K=5, los resultados parecen sobreajustar el modelo al dividir las
proporciones ancestrales en cinco clUsteres. Este nuevo cllUster es asignado casi
exclusivamente a la poblacién de pacientes con MPS IVA (MOR), excluyendo en gran
medida la contribucion de los demas clUsteres ancestrales en esta cohorte, lo que podria
ser indicativo de artefactos metodoldgicos o de una sefial genética que adn no esta bien
caracterizada (Figura 24.).
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Figura 24. Proporciones de Admixture para K=5

Los analisis realizados permiten identificar patrones clave en la composicion genética de
las poblaciones estudiadas y resaltan la utilidad de los modelos de mezcla genética para
caracterizar la estructura poblacional. En concordancia con estudios previos, los valores
de K bajos (K=2 y K=3) no capturan completamente la complejidad genética de las
poblaciones latinoamericanas, que representan contribuciones africanas, europeas y
amerindias (157,162,163)

Haplogrupos mitocondriales
El analisis de haplogrupos mitocondriales en la cohorte de pacientes revelé una

diversidad significativa en los linajes maternos, con presencia de haplogrupos de
poblaciones amerindias, africanas y euroasiaticas, como se muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Frecuencia de haplogrupos mitocondriales
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Entre los haplogrupos identificados, los mas comunes fueron A, B y C (73%), que son
caracteristicos de linajes maternos amerindios. Estos resultados respaldan los patrones
observados en las redes de haplotipos obtenidas en analisis previos, los cuales sugieren
la existencia de un ancestro comun de origen latino como posible fundador de la
mutacion p.G301C en la poblacién colombiana. Ademas, la hipdtesis de un origen
autdctono para la mutacion se ve reforzada por la evidencia de Pachajoa et al., quienes
observaron rasgos compatibles con el sindrome de Morquio en la ceramica de la cultura
Tumaco-Tolita, indicando la posible presencia de esta condicidn en poblaciones
precolombinas de la regidn (153).

Por otra parte, se identificaron varios haplogrupos del cluster L, como L1b1a3 y L2¢, lo
cual indica una herencia materna africana en estos pacientes. Lo anterior, refleja la mezcla
genética caracteristica de la poblacion colombiana, dada su historia de migracion y
mezcla poblacional (164).

Adicionalmente, es importante resaltar que en los pacientes con haplogrupos africanos,
se observa una menor frecuencia de la variante G301C en comparacién con los pacientes
que presentan haplogrupos amerindios. De los individuos con haplogrupos africanos
(LTb1a3 en MORO0O05, L2c en MOR006 y MOR012, y L1c3b1* en MOR023 y MOR034), solo
MORO023 es homocigoto para G301C, los demas individuos presentan otras variantes
patogénicas. MOROO5, por ejemplo, es homocigoto para R386C, una variante reportada
en diversas poblaciones, incluidas Espafa, Argentina, China, Italia, Colombia, Polonia,
Turquia, Chile y Brasil (90,100); MOR006 es heterocigoto compuesto para G301C y
F216Sfs3, siendo esta Ultima una variante no reportada previamente; MORO012 es
heterocigoto compuesto para W325X y R94C, ambas reportadas en pacientes del
continente asiatico (90,126); y MOR034 es heterocigoto compuesto para R94C y G333D,
esta Ultima reportada, hasta la fecha, en pacientes colombianos (124). Esto sugiere que,
aunque los linajes africanos estan presentes en la poblacién colombiana, no estan
relacionados directamente con G301C, pero podrian haber introducido o retenido otras
variantes dentro de esta poblacion (164).

Analisis de ancestria local

Tras el preprocesamiento de los datos genotipicos iniciales con Plink, el archivo VCF fue
faseado con Beagle, lo que facilitd la separacion de haplotipos en cada individuo, de
acuerdo con el mapa de recombinacién del cromosoma 16 del GRCh38.

Una vez completado el faseo, los datos fueron analizados con Gnomix, realizando dos
analisis: para el primer analisis, se entreno el modelo utilizando solo tres poblaciones
ancestrales (Asia, Europa y Africa), con el objetivo de evaluar la contribucion tricontinental;
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mientras que, en el segundo analisis, se incluyé la poblacion americana (modelo
cuatricontienental) que buscé realizar una caracterizacién mas completa de la poblacion
estudiada.

Modelo de tres poblaciones

El modelo entrenado de Gnomix con tres poblaciones ancestrales (Asia, Europa y Africa)
presentd una precision del 99.2% en la asignacién de ancestrias locales. En este analisis,
todos los cromosomas portadores de la mutacién G301C fueron asignados a una
ancestria exclusivamente europea. En la Figura 26, se presentan los resultados para dos
pacientes homocigotos para la mutacion G301C, donde se destaca el locus europeo
correspondiente al gen GALNS.

Cromosoma 16 del paciente MOR_MOR013 Cromosoma 16 del paciente MOR_MOR023
Ancestria Ancestria
B Asia [ Europa B Africa B Asia O Europa B Africa
GALNS GALNE

Figura 26. Ancestria local para homocigotos G3071C por modelo tricontinental

Estos resultados demuestran que el modelo tricontinental tiene limitaciones para capturar
la compleja historia genética de los pacientes estudiados. Como se discutio en capitulos
previos, la variante G301C esta asociada con una ancestria predominantemente
amerindia, lo cual no se refleja en este analisis. Dado que los individuos latinoamericanos
presentan una genética influenciada por la mezcla histérica de poblaciones amerindias,
europeas y africanas, el modelo de tres poblaciones no logra representar adecuadamente
esta diversidad ancestral (162) y subraya la importancia de incluir una poblacion de
referencia amerindia en futuros analisis para obtener una caracterizacion mas precisa de
la ancestria local en estos pacientes (161).

De manera similar, todos los loci correspondientes al gen GALNS de la variante R386C
fueron asignados a una ancestria europea. Este resultado adquiere especial relevancia en
el caso del paciente MOR0O5 (R386C/R386C), quien fue excluido de los analisis de
ancestria global al comportarse como un outlier con una marcada afinidad hacia la
poblacién africana, corroborada ademas por su asignacion al haplogrupo mitocondrial
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africano L1b1a3. En este paciente, el locus asociado al gen GALNS también fue asignado
a una ancestria europea (Figura 27). Sin embargo, dado que la variante R386C se ha
reportado con mayor frecuencia en pacientes de Espafia y América Latina (96,98,107), no
es posible determinar si esta asignacion refleja una limitacion del modelo o si,
efectivamente, la variante tiene un origen europeo.

Cromosoma 16 del paciente MOR_MORO005
Ancestria
B Asia O Eurcpa I Africa
GALNS

_II\

Figura 27. Ancestria local para MOR0OO5 por modelo tricontinental

Por otra parte, en el caso de los cromosomas portadores de otras combinaciones de
alelos, el modelo permitié asignar de manera precisa el origen ancestral de ambos
cromosomas. Para los pacientes MORO01 (G301C/S80L), MOR006 (G301C/F216Sfs*3),
MORO012 (W325*/R94C) y MORO015 (G301C/W325*), se logré una asignacion completa de
ancestria en el locus GALNS tal como se observa en la Figura 28.
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Figura 28. Ancestria local para heterocigotos compuestos por modelo tricontinental
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La relacion entre el origen ancestral de los loci de GALNS y las frecuencias poblacionales
de las mutaciones analizadas resalta la utilidad de los modelos de ancestria local para
interpretar la distribucién geografica y genética de variantes patogénicas. Por ejemplo, la
variante p.W325X, reportada con mayor frecuencia en pacientes de China (126,127), fue
asignada a una ancestria asiatica, lo cual resulta coherente con esa distribucion. De
manera similar, la variante p.R94C, identificada principalmente en el Medio Oriente (107),
también fue asignada a una ancestria asiatica, en concordancia con su prevalencia
geografica.

En contraste, la variante p.S80L, previamente detectada en el Reino Unido y Colombia
(122,123), fue asignada a una ancestria asiatica, lo que plantea interrogantes sobre
posibles flujos genéticos que conecten estas regiones. Por otra parte, la variante p.G333D,
reportada exclusivamente en pacientes colombianos (124), fue asignada a una ancestria
europea; sin embargo, esta asignacion resulta dificil de interpretar debido a las
limitaciones del modelo para distinguir entre ancestrias europea y americana en el
contexto de poblaciones mestizas.

En el caso particular del loci para la variante F216Sfs*3, que no ha sido reportada
previamente en la literatura, el modelo asigné una ancestria asiatica. Aunque este
resultado no puede ser contrastado directamente con informacién poblacional previa,
sugiere un posible origen que debe ser validado mediante analisis posteriores.

Modelo de cuatro poblaciones

Con el objetivo de capturar de manera mas precisa la diversidad genética de la poblacién
mestiza, se realizd un nuevo entrenamiento del modelo que incluyd las poblaciones
latinoamericanas de México (MXL) y Colombia (CLM). Este modelo presentd una precision
de 91.9%, el cual fue inferior al del modelo tricontinental, que alcanz6 una precision de
99.2%.

En este analisis, todos los cromosomas portadores de la mutacién G301C fueron
asignados a una ancestria predominantemente americana. En la Figura 29 se muestran
los resultados para dos pacientes homocigotos para la mutacién G301C, donde se
evidencia una redistribucion significativa de los loci anteriormente asociados a ancestrias
asiatica y europea, que ahora fueron asignados a la ancestria americana.
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Figura 29. Comparacion de ancestria local para homocigotos G301C por modelo tricontinental y cuatricontinental

La pérdida de loci previamente asignados a una ancestria europea puede explicarse por
la proximidad genética entre los individuos colombianos y las poblaciones europeas. Esta
cercania, resultado de la mezcla historica entre europeos y amerindios durante la
colonizacion (164), podria haber desplazado las sefales europeas hacia la ancestria
americana al incluir los CLM como una referencia en el modelo.

Por otro lado, la dilucion de la ancestria asiatica puede atribuirse a la cercania genética
demostrada entre las poblaciones mexicanas y asiaticas. Estudios previos han identificado
componentes genéticos compartidos entre estas regiones debido a migraciones antiguas,
lo que pudo haber influido en que las asignaciones asiaticas fueran absorbidas por la
ancestria americana cuando se incluy6 a los MXL como referencia (161).

Finalmente, dado que en todos los casos el locus correspondiente al gen GALNS fue
asignado a una ancestria americana, estos resultados no fueron considerados para la
identificacién de loci de ancestria local. Estos hallazgos subrayan la necesidad de
incorporar un mayor numero de datos gendémicos de poblaciones amerindias en el
entrenamiento de los modelos, especialmente en el caso de poblaciones mestizas, cuya
mezcla genética requiere una representacion mas precisa para mejorar la asignacion de
las ancestrias y capturar su diversidad genética adecuadamente.
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CONCLUSIONES

La mutacion p.G301C del gen GALNS fue identificada como la variante mas prevalente en
pacientes colombianos con MPS IVA, representando el 71% de los alelos estudiados. Este
hallazgo resalta la relevancia de esta mutacion como marcador genético para el
diagnostico y como objetivo potencial para el desarrollo de estrategias terapéuticas
especificas en esta poblacion. Ademas, la correlacion entre los perfiles genéticos y los
fenotipos clinicos confirmé su asociacidon con fenotipos clasicos o severos, subrayando su
importancia en el pronostico de la enfermedad.

El analisis regional mostré una alta concentracidon de casos en el Eje Cafetero, lo que
sugiere un efecto fundador relacionado con patrones historicos de migracién interna en
Colombia. Adicionalmente, se caracterizd el impacto funcional de la mutacion intrdnica
¢.121-11G>C, la cual afecta el procesamiento del ARN mensajero, y se describidé por
primera vez la variante p.F216Sfs*3, ampliando el conocimiento sobre los mecanismos
fisiopatoldgicos y el espectro mutacional del gen GALNS.

El analisis de haplotipos por genoma completo reveld un bloque haplotipico conservado
de 68.9 Mb asociado a la variante p.G301C, proporcionando evidencia sélida de un efecto
fundador en la poblacién colombiana. Este haplotipo predominante, compartido por los
individuos homocigotos evaluados, permiti6 estimar la edad mutacional en,
aproximadamente, 1535 afos, situando el origen de la variante en un contexto histérico
prehispanico.

La evaluacion de los seis SNPs intragénicos reportados en la literatura, para el estudio de
efectos fundadores en MPS IVA, no fue Util para caracterizar asociaciones haplotipicas
especificas en el gen GALNS. La alta frecuencia de algunos haplotipos en individuos sanos
y en pacientes portadores de mutaciones diferentes a p.G301C pone en duda su
capacidad para diferenciar eventos poblacionales especificos, como el efecto fundador
de esta variante.

El andlisis de ancestria global evidencié una composicién genética mixta en los pacientes,
con predominio de componentes europeos y, probablemente, amerindios, reflejando la
compleja historia de mezcla genética en Colombia. Ademas, la mayor proporcion de
ancestria amerindia observada en los pacientes respalda el origen colombo-prehispanico
de la mutacion p.G301C.

Por ultimo, en el analisis de ancestria local, se logro asignar el locus GALNS a las
poblaciones ancestrales correspondientes en variantes como p.R94C, p.S80L y p.W325X,
las cuales fueron asociadas consistentemente a una ancestria asiatica. Sin embargo, los
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modelos utilizados mostraron limitaciones al diferenciar entre ancestrias europeas y
americanas, destacando la necesidad de incluir referencias gendmicas mas
representativas de poblaciones nativo-americanas para mejorar la precisién de los analisis
en contextos de mezcla genética.
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ANEXO 1: CONSENTIMIENTO Y ASENTIMIENTO INFORMADO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: Efecto fundador de la mutacion p.G301C en pacientes colombianos con
mucopolisacaridosis tipo IVa

Investigador principal: Lorena Diaz Director de proyecto: Harry
Pachajoa

Instituciones ejecutoras: Universidad Icesi — Universidad del Valle

Introduccion

Este proyecto de investigacion es importante porque permitira la identificacion de aspectos
clinicos y moleculares para mejorar la deteccion, el diagnéstico, y la prevencién de la
mucopolisacaridosis tipo IVA o Sindrome de Morquio en Colombia. El objetivo de este documento
es asegurarle que todos los derechos como participante humano, seran respetados durante todas
las etapas de la investigacion. A continuacion, se realizara una descripcion de los puntos més
importantes de la investigacion y ante cualquier inquietud por favor no dude en preguntarle al
coordinador o algiin miembro del equipo investigador, solo después que hayan sido contestadas
todas sus preguntas podra decidir si participa 0 no. Una copia de este consentimiento le sera
entregada al final del proceso.

1. ¢Cuél es el objetivo de este estudio?
Este estudio pretende determinar las caracteristicas clinicas y moleculares en por lo menos 100
personas con mucopolisacaridosis IVA en Colombia, con el fin de contribuir a la comprension de
la mucopolisacaridosis tipo IVA en Colombia.

2. ¢Usted tiene que participar?
No, su participacion es estrictamente voluntaria y puede retirarse del estudio en cualquier
momento. Su retiro no perjudica la atencién en salud a la cual tiene derecho.

3. ¢Por qué lo estamos invitando a participar?

El sindrome de Morquio es una enfermedad que se caracteriza por rigidez articular,
malformaciones 6seas, retardo del crecimiento, déficit pulmonar, anomalias hepaticas, oculares,
cardiacas, dentales y en algunos casos neurolégicas. Esta enfermedad es causada por la
acumulacion de productos de desecho dentro de las células, lo cual se debe a cambios en el gen
gue proporciona instrucciones para fabricar la proteina encargada de degradar dichos productos.
En Colombia existe un vacio de conocimiento en cuanto a la prevalencia, distribucion geografica
y caracteristicas moleculares de la patologia. Nuestro estudio pretende llenar ese vacio y
caracterizar estos aspectos en nuestro pais. Este estudio se puede realizar tomando una muestra
de sangre ya que no existe ninguna otra alternativa para obtener la informacion genética
necesaria.

4.  ¢Qué pasara durante el estudio?

a. Registro de datos sociodemograficos: se realizardn preguntas como nombre,
identificacion, edad, sexo, lugar de origen, lugar de origen de los padres y abuelos. Toda
la informacién se anotara en un formulario especifico. En caso de no sentir conformidad
con alguna de las preguntas, esta podra ser dejada en blanco. Esta primera parte tomara
alrededor de 10 minutos.

b. Examen fisico: se realizara una evaluacion médica para establecer las caracteristicas
clinicas. Esta segunda parte durara alrededor de 40 minutos. Si usted hace parte del
grupo control, este examen no sera realizado.

c. Toma de fotografias: si el médico considera necesaria la documentacién fotografica de
alguna parte de su cuerpo y usted acepta voluntariamente que se tomen dichas fotos,
esta parte tomarda alrededor de 10 minutos.

d. Toma de muestra de sangre: se le tomara una muestra de sangre, en cantidad
aproximada de 4 cucharadas soperas para realizar el examen genético (4mL). La
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muestra de ADN obtenida a partir de su muestra de sangre sera guardada en el
Laboratorio de Medicina Gendmica de la Universidad Icesi para su utilizacién en este
estudio y en otros relacionados con enfermedades de depdsito lisosomal. Esta Gltima
parte tomara alrededor de 8 minutos.

5. ¢Cuales son los riesgos de participar en este estudio?
La molestia que usted sentird es dolor por el pinchazo de la aguja, podria presentar un moretén
en el area donde se le introdujo la aguja. Sin embargo, este riesgo es minimo, ya que contamos
con personal altamente calificado para realizar esta labor. Adicionalmente, el personal encargado
del procedimiento debera tener en cuenta las siguientes recomendaciones (tenga en cuenta que
la flebitis se refiere a la inflamacioén de su vena):
- Para evitar la aparicion de hematomas o morados:
e Ingresar la aguja en el angulo correcto
e Evitar buscar la vena con la aguja dentro de la misma
e Retirar el torniquete antes de retirar la aguja
e Al finalizar el procedimiento, solicitar elevar el brazo sin doblarlo
- Para evitar la respuesta vasovagal o desmayos
e Disminuir la ansiedad.
e Transmitir confianza
e No decir a los participantes que el procedimiento no es doloroso, ya que lo es.
e Indicar que es un procedimiento necesario y ademas de corta duracion.
- Para evitar la flebitis mecénica
e Insertar la aguja en el &ngulo adecuado
e Elegir una vena de buen calibre y con la menor tortuosidad posible
e No realizar la puncién en una vena multipuncionada
- Para evitar la flebitis quimica
e Utilizar alcohol antiséptico al 70% para desinfectar la zona de puncién
e Dejar secar el alcohol ANTES de realizar la puncion
e Colocar algodon SECO al finalizar el procedimiento
- Para evitar la flebitis infecciosa
e Los materiales utilizados deben ser estériles
e Realizar un correcto lavado de manos
e Realizar la técnica aséptica (limpieza con alcohol) apropiada

6. ¢Cuales son los beneficios de participar?
No existe un beneficio directo para usted. Sin embargo, con los resultados que se obtengan de
este estudio, podremos mejorar, en el futuro, el abordaje diagndstico y terapéutico de la
mucopolisacaridosis tipo IVA. Adicionalmente, si usted hace parte del grupo de pacientes con
sindrome de Morquio, a través de los resultados de este estudio se podra establecer el pronéstico
y orientar el asesoramiento genético de su familia.

7. ¢Usted obtendra algun beneficio econémico o retribucién por participar?
No, el estudio no comprende ningdn tipo de incentivo, bono o aporte econémico a cambio de su
participacion, esta es completamente voluntaria y no habra retribucion material en su beneficio.

8. ¢ Su participacion en este estudio es confidencial?
Si, toda la informacién sera estrictamente confidencial y no se revelara ninguna informacién que
pueda identificarlo. Su nombre serd reemplazado por un cédigo. En este estudio se han adoptado
todas las medidas necesarias para proteger la privacidad e intimidad del participante. Los
investigadores garantizan que toda la informacién recogida para el estudio sera examinada
Unicamente por el equipo investigador y por los entes reguladores, cuando asi lo requieran.

9. ¢Qué se hara con los resultados de esta investigacion?
Los resultados de este estudio serviran para recopilar informacion sobre las caracteristicas
clinicas y moleculares de la mucopolisacaridosis tipo IVA. Se espera publicar articulos
académicos en revistas cientificas, asi como realizar presentaciones en congresos médicos con
el fin de socializar a la comunidad cientifica los hallazgos obtenidos.

Si usted hace parte del grupo de pacientes con MPS IVA, el equipo de investigacion ha decidido

informarlo sobre los resultados de la prueba molecular para que pueda conocer la causa de su
enfermedad.

94



Si usted hace parte del grupo de controles, no sera informado de los resultados obtenidos en el
estudio. Sin embargo, en caso de que durante el transcurso de esta investigacion se encuentren
evidencias de que usted se beneficiaria directamente de conocer estos resultados, usted sera
informado.

10. ¢A quién puedo contactar?
Si usted tiene alguna duda durante el tiempo de permanencia en el estudio, puede contactar a
Lorena Diaz (investigadora principal) al teléfono 3185601744 o 5552334 ext. 8542, al Dr. Harry
Pachajoa al celular 3005757597 o al 3319090 ext. 8075 o al Dr. Wilmar Saldarriaga Gil al celular
3182800698.

Si usted tiene alguna queja sobre este estudio, puede contactarse con el presidente del Comité
de Etica de Investigacién Humana de la Universidad Icesi al teléfono 5552334 o al Comité
Institucional de Revision de Etica Humana de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle
(CIREH) al teléfono 5185677 o al correo electrénico eticasalud@correounivalle.edu.co
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CODIGO DE PARTICIPANTE FECHA
DIA | MES | ANO

Nombre(s) y apellido(s) del participante

Nombre(s) y apellido(s) del Representante Legal
o acudiente (menores de edad o personas en
situaciéon de discapacidad cognitiva)

Nombre(s) y apellido(s) del investigador
responsable

CONSENTIMIENTO

Yo, , manifiesto que tras haber recibido
informacion verbal clara y sencilla'y haber leido y entendido la informacion anterior, he podido preguntar
y aclarar todas mis dudas he tomado consciente y libremente la decisién de participar del estudio.
También se me ha indicado que puedo tener una copia de este documento y que puedo retirar mi
participacion en cualquier momento.

Asi mismo, he sido informado de que el material biolégico puede también ser utilizado para la
investigacion en el conocimiento de mi enfermedad y otras enfermedades metabdlicas, siempre de
acuerdo con las regulaciones y normas éticas vigentes y que, aunque mis resultados pueden no
proporcionar informacion util para mi o mi familia actualmente, pueda proporcionarla en un futuro.

Autorizo mi consentimiento para: marcar con una X, en cada caso.
SI_NO

Que se me extraiga una muestra de sangre para obtencién de ADN para investigar la
mucopolisacaridosis tipo IVA en este estudio.

Que se me contacte en el futuro en caso de que producto de la investigacion se encuentre
alguna informacion de interés para mi caso particular o para consultar mi participacion
en futuros proyectos relacionados con la mucopolisacaridosis tipo IVA y otras
enfermedades metabdlicas.

Que se conserve y utilice posteriormente mi ADN para investigacién relacionada con la
mucopolisacaridosis tipo IVA y otras enfermedades metabdlicas.

Que se tomen fotografias de una o mas partes de mi cuerpo, entendiendo que esta
informacién puede utilizarse para documentacion clinica y, de forma anénima, sin otros
datos personales, para la docencia o para su publicacion de textos o revistas médicas.
Que se utilicen los resultados de la investigacion y la informacion recolectada en otros
estudios de investigacion similares futuros, previa autorizacién de los respectivos
Comités de Etica de las dos Universidades.

Confirmo que he recibido una copia fisica del presente documento

Firma del Paciente Firma del investigador
(Tutor o representante legal) (Responsable de la informacion)
N° Identificacion: Tarjeta profesional:
TESTIGOS
FECHA
DIA MES | ARO

Testigo 1

Yo, , con mi firma certifico que estuve presente

durante la discusién en el proceso de consentimiento informado, todas las dudas fueron resueltas




Firma del testigo 1 Direccion del testigo 1

Numero de identificacién Parentesco con el voluntario

Testigo 2

Yo, , con mi firma certifico que estuve presente
durante la discusién en el proceso de consentimiento informado, todas las dudas fueron resueltas
satisfactoriamente y la participacién es voluntaria por parte del participante.

Firma del testigo 2 Direccién del testigo 2

Numero de identificacién Parentesco con el voluntario

PDE\/ONCOATODIA INEY OMNNANICEAITIAAIENTAY
REVUCATURIA DEL CUNSENTIVITENTUOU
FECHA
DIA | MES | ARO
Yo, , de forma libre y consciente he decidido

retirar el consentimiento para esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para
la salud o la vida.

Firma del Paciente Firma del Médico
(Familiar o representante legal en caso de incapacidad) (Responsable de la informacién)

C.C. TP

% ICESI Medicina " CIACER
o ﬁ cenomia | 1 LR
1 Vall

Universidad
del Valle

ASENTIMIENTO INFORMADO
Para menores de edad entre 7 y 18 afios de edad

Titulo del proyecto: Efecto fundador de la mutacién p.G301C en pacientes colombianos con
mucopolisacaridosis tipo IVa

Investigador principal: Lorena Diaz Director de proyecto: Harry
Pachajoa

Instituciones encargadas: Universidad Icesi — Universidad del Valle
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Introduccion

Esta investigacion es importante porque va a permitir conocer
elementos médicos para poder descubrir, comunicar y evitar la
enfermedad de Sindrome de Morquio o mucopolisacaridosis tipo IVA
en Colombia. Con esta lectura se promete que tus derechos seran
protegidos y respetados durante todo el tiempo que se realice la
investigacion.

Ahora, se van a explicar los puntos mas importantes de la

investigacion, si tienes alguna pregunta puedes pedirle ayuda a las personas que estan haciendo
la investigacion. Cuando respondas todas las preguntas se decide si puedes participar o no. Al
terminar con esta actividad se te va a entregar una copia de esta lectura.

11. ¢Por qué se realiza este estudio?
Este estudio se realiza porque se quiere conocer mas sobre el Sindrome
de Morquio en Colombia para para poder entender mejor esta enfermedad.

12. ¢Es obligatorio participar?

No, no es obligatorio participar, si participas es porque quieres hacerlo, y si
no quieres participar mas te puedes salir del estudio en cualquier momento.
Esto no afecta la atencion en salud.

3. ¢Por qué queremos que participe?

Las personas con Sindrome de Morquio tienen dolor en las articulaciones
(mufiecas o codos), su crecimiento es mas lento, tienen dificultad para
respirar y otros sintomas mas. Esta enfermedad aparece porque algunas
partes del cuerpo de las personas estan fallando o no estan funcionando
bien.

En Colombia hay poca informacion sobre el Sindrome de Morquio, este
estudio quiere buscar y conseguir mas informacién sobre esta enfermedad.
Para poder realizar este estudio se necesita tomar muestras de sangre porque es la Unica forma
de conseguir la informacion que se necesita.

&

4. ¢Cudles son los pasos del estudio?

Paso 1. Registro de datos personales: se hacen preguntas de tu nombre,

edad, género, lugar de nacimiento, lugar de nacimiento de padres y abuelos.

Toda esta informacion se va anotando en un escrito especial. Si no sabes
‘ cémo responder alguna pregunta no es necesario que la respondas. Este
b

primer paso va a durar 10 minutos.

Paso 2. Examen fisico: se hace un examen para saber como esta tu salud.
Este paso va a durar 40 minutos. Si ya estas dentro del estudio, esta revision
no se realiza.

Paso3. Toma de fotografias: si el médico necesita tomar fotografias de
alguna parte de tu cuerpo y si aceptas que te tomen estas fotografias porque
tu quieres, entonces este paso va a durar 10 minutos.
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Paso 4. Toma de muestra de sangre: Se va a tomar una muestra de sangre,
esta muestra de sangre son como 4 cucharadas. De la muestra de sangre se

saca una muestra de ADN y esta muestra sera guardada en un laboratorio de
Q la Universidad Icesi para usarla en el estudio y en otros estudios parecidos.
Este paso va a durar 8 minutos.
5. ¢Cudles son los peligros al participar de este
estudio?
Solo vas a sentir un poco de dolor cuando seas pinchado por la agujay puede
aparecer un morado en donde se inserta la aguja. Hay poco peligro porque

las personas que toman las muestras de sangre hacen muy bien su trabajo.
Las personas que toman las muestras deben seguir estas recomendaciones: |

Para que no aparezcan morados:

e Ingresar la aguja en el angulo correcto.

e No buscar la vena con la aguja dentro de la vena.
e Quitar la cinta elastica antes de sacar la aguja.

e Al terminar, pedir que se levante el brazo sin doblarlo.
Para no desmayarse:

e Disminuir la ansiedad.

e Transmitir confianza.

e No decir a los participantes que no van a sentir dolor, porque si pueden sentir dolor.
e Decir que se necesita de la muestra de sangre y dura muy poco tiempo.

Para evitar que la vena se inflame:

e Insertar la aguja en el &ngulo adecuado.

e Elegir una vena de buen tamafio y con pocas curvas.

e No insertar la aguja en una vena que ya fue pinchada.

Para evitar que la zona en donde se inserta la aguja se ponga roja o se irrite:
e Utilizar alcohol para desinfectar el lugar de la vena.

e Dejar secar el alcohol ANTES de insertar la aguja.

e Colocar algodén SECO cuando terminen de tomar la muestra de sangre.

Para evitar la vena se infecte:

e Los materiales utilizados deben estar limpios.

e Lavar muy bien las manos.

e Limpiar con alcohol donde se inserta la aguja.

7. ¢Voy arecibir dinero si participo en el estudio?
No, no vas a recibir nada de dinero por participar en el estudio. Tu
participacion es voluntaria, es decir que participas porque tu quieres hacerlo.

6. ¢Vas arecibir algo a cambio por participar en este estudio?

No, no vas a recibir nada a cambio por participar. Pero la informacién que se
encuentre puede ayudar a las personas con Sindrome de Morquio. Si eres
una persona con Sindrome de Morquio, con la informacién que se encuentre
en el estudio puedes recibir mas informacién sobre la enfermedad.

8. ¢La participacion en este estudio es privada?

Si, toda la informacion del estudio es privada y no se puede usar tu
informacién personal. Tu nombre serd cambiado por un codigo. Se protegen
tus datos como participante y solo los investigadores pueden conocer y usar
tu informacion en el estudio cuando sea necesario.

9. ¢Qué se hara con lainformacion de esta investigacion?

Lo que se descubra en el estudio sirve para conseguir mas informacion sobre
el Sindrome de Morquio. Se pueden realizar articulos, revistas o charlas para
gue otras personas conozcan la informacién que se encuentre en el estudio.
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Si tienes Sindrome de Morquio las personas que realizan la investigacion te pueden compartir la
informacién que encuentren y puedas entender por qué tienes la enfermedad.

Si estas en el grupo de controles, no vas a conocer la informacion que se encuentre en el estudio.
Pero si hay informacion que te puede ayudar de alguna forma, entonces las personas que realizan
la investigacion te la pueden compartir.

9. ¢A quién puedo llamar?

Si tienes alguna pregunta durante el tiempo que se realiza el estudio,
puedes llamar a Lorena Diaz (investigadora principal) al teléfono
3185601744 o 5552334 extension 8542, al Doctor Harry Pachajoa al
celular 3005757597 o al 3319090 extension 8075 o al Doctor Wilmar
Saldarriaga Gil al celular 3182800698.

Si tienes alguna queja sobre este estudio, puedes llamar al presidente
del Comité de Etica de Investigacion Humana de la Universidad Icesi al teléfono 5552334 o al
Comité Institucional de Revision de Etica Humana de la Facultad de Salud de la Universidad del
Valle (CIREH) al teléfono 5185677 o al correo electrénico eticasalud@correounivalle.edu.co

CODIGO DE PARTICIPANTE FECHA
DIA MES ANO

Nombre(s) y apellido(s) del participante

Nombre(s) y apellido(s) del Representante Legal
o acudiente (menores de edad o personas en
situacion de discapacidad cognitiva)

Nombre(s) y apellido(s) del investigador
responsable

ASENTIMIENTO

Yo, , afirmo que después de escuchar
la informacién de forma clara, de leer y entender la informacion anterior, he preguntado y me han
explicado lo que no entiendo, decido participar en este estudio porque quiero hacerlo. También me
mencionaron que me van a entregar una copia de esta lectura y me puedo salir del estudio en cualquier
momento.

Igual, me mencionaron que las tomas de muestra de sangre pueden ser usadas para conocer mas
sobre la enfermedad o enfermedades parecidas teniendo en cuenta las normas éticas, y que, la
informacion que encuentren en el estudio puede no servirme a mi o a mi familia ahora, pero puede
servir luego, en el futuro.

Doy mi permiso para: marcar con una X, en cada pérrafo.

Sl

NO

Tomarme una muestra de sangre para sacar una muestra de ADN para conocer mas sobre
Q el Sindrome de Morquio en este estudio.

Llamarme en el futuro si en la investigacion se encuentra informacién que sea importante
a\ para mi o para pedir mi participacioén en otros estudios relacionados con el Sindrome de
Morquio o de enfermedades parecidas.

Guardar y usar mi muestra de sangre en la investigacion sobre el Sindrome de Morquio y
t de enfermedades parecidas.
&

- Tomarme fotografias de una o méas partes de mi cuerpo, para que se pueda guardar como
R, muestras médicas, y manteniendo en privado mis datos personales si la informacién del
estudio se les comparte a otras personas.
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"~y Utilizar la informacion encontrada de esta investigacién y la informacion encontrada en
J otros estudios parecidos, con la autorizacion necesaria de los Comités de Etica de las dos
Universidades encargadas.

Confirmo que me han entregado una copia fisica de esta lectura.

Firma del investigador
Firma del Paciente (Responsable de la informacion)

N° Identificacion: Tarjeta profesional:

TESTIGOS
FECHA
DA | MES | ARO
Testigo 1
Yo, , con mi firma aseguro que estuve

presente durante la conversaciéon del asentimiento informado, todas las preguntas fueron explicadas y el
participante va a participar en el estudio porque quiere hacerlo.

Firma del testigo 1 Direccion del testigo 1
Numero de identificacion Parentesco con el voluntario
Testigo 2
Yo, , con mi firma aseguro que estuve

presente durante la conversacion del asentimiento informado, todas las preguntas fueron explicadas y el
participante va a participar en el estudio porque quiere hacerlo.

Firma del testigo 2 Direccion del testigo 2

Numero de identificacién Parentesco con el voluntario

REVOCATORIA DEL ASENTIMIENTO

FECHA
DIA | MES | ANO

Yo, , de forma libre y entendiendo lo que hago,
decido dejar de participar en el estudio. Acepto las consecuencias que se puedan tener para la salud o la
vida.
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Firma del Paciente Firma del Médico
(Familiar o representante legal en caso de incapacidad) (Responsable de la informacién)

C.C. T.P
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ANEXO 2: DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

ENCUESTA EFECTO FUNDADOR DE LA MUTACION p.G301C EN PACIENTES COLOMBIANOS CON
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO IVA

Cédigo participante

Datos personales

Direcci

on de residencia

Teléfono

Correo electrénico Sexo Fecha nacimiento Edad
M F Otro
Régimen de afiliacién
No afiliado Subsidadeo Contributivo Prepagada Especiales
Departamento nacimientoe | Ciudad de nacimiento Departamento residencia Ciudad de residencia Estrato

Grupo étnico

Dpto. nacimiento madre

Ciudad nto madre

Mestizo Afro

Blanco

Indigena

Otro

Dpto. nto abuela materna

Ciudad nto abuela

Observaciones adicionales

Datos clinicos

Edad sospecha clinica

Edad del diagndstico

Método de diagndstico

Enzimatico

Molecular

uGAG

Mo realizado

Actividad enzimat

ica reportada (si aplica)

Nivel de uGAG reportado (si aplica)

Si tiene diagndstico molecular, escriba las variantes genéticas reportadas

Alelo1l c

P.

Alelo2 ¢

Describa los primeros hallazgos que orientaron la sospecha clinica

Recibe tratamiento Fecha de inicio Fecha termina Frecuencia Continuidad
Si No Si No
Razodn de discontinuidad
Personales Relacionados con EPS Reacciones adversas Decisién médica Otros
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ANEXO 3: DATOS CLINICOS

EXAMEN MEDICO EFECTO FUNDADOR DE LA MUTACION p.G301C EN PACIENTES COLOMBIANOS
CON MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO IVA

Cédigo participante

Examen fisico

Perimetro ] . . ]
L Macrocefalia Peso (kg) Talla (cm) Estatura baja | Opacidad corneal | Facies toscas
cefilico (cm)
ST T ] STT w5 [T %] T 5[]
Hipoplasi
Cuello corto Prognatismo Escala de mallampati Maloclusion el Ielsm Hipertrofia tonsilar
esmalte
Sil Nol Si | N0| || ||II ||I|| IVl | Si | | Nol Sil Nol Sil | NOI |
Dientes Dientes L . ) ., . .
. i Gingivitis Frenillo labial alto Macroglosia Hipertricosis
supernumerarios espaciados
Si Nol Si Nc:l Si | | Nol Si | | NDl I Si | | NDl I Si | | Nol |
Hernias Hernias detectadas
ST vl
Desviacion cubital . _ Cifosis L.
. Pectus carinatum Torax en tonel Escoliosis Genu valgum
nufiecas oracolumba
ST vl T T Wl | STT %l T 51 vl | BT %l ] BT %]
Articulaciones hiperlaxas Articulaciones con rigidez
— Tipo de marcha .Lonlgitu.d e:-ftremidad .Longlitud extremidad
inferior izquierda (cm) inferior derecha (cm)
Sil Nol Normal | | Lenta | Con pausas |
Asimetria miembros . . . ] Detormidad en
i . Hepatomegalia Esplenomegalia Hiperlordosis Otros
inferiores codos
ST vl [ T BT %l T 1T %l [T %l ] 1] vl
Historia clinica
Compresion Localizacion de Hipoplasia . . Lateralidad
. . Escoliosis Grado escoliosis L.
medular compresion odontoidea escoliosis
Si | | MNo Si Nol Si I | Nol |
Cifosis Grado cifosis Artrosis Tipo artrosis Luxaciones Tipo luxacion
ST v ] STl | STl
Hipertrotia Potenciales Onda | Onda Resultado tinal . J
i Ondal|Ondall Onda VvV . Audiometria
adenoides evocados i} IV potencial evocado
ST] v [ 1] vl ] S T Tl]
Logoaudiometria con
Umbral (dB) Resultado final audiometria = . i
Impedanciometria
Normall | Hipoacusia | | Grado hipoacusia: Sil No
A del
Tipo hipoacusia Polisomnografia pneel € Grado de apnea
suefio
Conductiva | Neurosensorial | Mixta |Si | | Nol | Si Nol Leve | Moderada | | Severa |
i . . . Ecocardiograma < Infiltracion Cardiomiopatia
Espirometria Patron respiratorio . . i ) e
afio miocardio hipertrofica
Sil | No | | Normall |Restric‘tivo| | Dbs‘truc‘tivol | Si | | Nol | Si Nol Si | No |
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Anomalias de la . .. Anomalias valvula Estenosis Insuficiencia
) ) Estenosis mitral | Insuficiencia mitral .. .. .
valvula mitral trictspide tricispide tricuspide
Si Nol Si | | Nol | Si I | Nol | Si Ne | Si | No | Si No |
Anomalias valvula . . Anomalias valvula Estenosis valv. Insuficiencia valv.
. . Estenosis adrtica |Insuficiencia adrtica
adrtica pulmonar pulmonar pulmonar
ST wol T FTT wel T ST %l T ST el [ 511 nel [T wol |
Fraccion de . . ] Trastornos
. Otro defecto cardiaco Anomalias oculares Estrabismo »
eyeccion refraccién
ST vl T ST Wl TET] v ]
Trastornos refraccion diagnosticados Glaucoma
Miopia | | Hipermetropia | | Astigmatismo | | Presbicial | Otro: Si | | Nol |
Anomalias dentales Tipo anomalia dental
si| | wof |
] . | Amigdalectomi| Reparacion Tubo de ventilacion Ventilacion mecanica Antecedentes
Adenoidectomia . ) i i ..
a hernia auditiva no invasiva guirdrgicos
Si | | Nol |Si I | Nol Si | Nol Si No | Si | No | Si No
., . Descompresion . . . . . .
Cirugia de caderas Osteotomias Cirugia de rodillas Fijacion cervical Miringocentesis
medular
STl T BT el T T T ST e[ T [T ol T 51T el ]

Otras cirugias
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ANEXO 4: REDES DE HAPLOTIPOS

A. Latinos

B. Europeos
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C. Asiaticos

D. Africanos
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